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Abstract 
Dansk 
Ud fra litteraturstudier og kontakt til tre førende forskere indenfor emnet LNA, låst nukleinsyre, 
er der i projektet blevet undersøgt hvilke muligheder og begrænsninger, der er i brugen af LNA 
til behandling af brystcancer, samt eventuelle bivirkninger. I projektet er der sat fokus på hvilken 
af LNAs virkemåder, der mest effektivt hæmmer proteinsyntesen. Det blev gjort klart hvilke 
proteiner, der gør sig gældende i brystcancer, samt hvilke LNA-konstruktioner, der bedst 
hæmmer disse. De bivirkninger, der kan forekomme ved brugen af LNA, blev sammenlignet 
med dem, der ses ved nuværende behandlingstilbud.   
Det kan konkluderes at LNA kombineret med phosphorthioater i en gapmer-konstruktion er den 
mest effektive hæmmer af brystcancer. Behandlingen kan med fordel kombineres med f.eks. 
kemoterapi, da LNA tilsyneladende kun hæmmer cancer, men ikke helbreder. 
 
English 
Through literature studies and contact to three leading researchers within the subject of LNA, 
locked nucleic acid, we have studied the possibilities and limitations in the use of LNA for 
treatment of breast cancer, including possible side effects. The focus of the project is primarily 
on the method of action in which the proteinsynthesis is best inhibited. It was clarified which 
proteins occur in breast cancer and which LNA-construction that most efficiently inhibits these 
proteins. The side effects that may occur in the use of LNA was compared with those 
experienced in the currently available treatments. 
 It can be concluded that LNA combined with phosphorothioates in a gapmer-construction is the 
most effective inhibitor of breast cancer. It would be beneficial to combine the treatment with fx 
chemotherapy, because LNA apparently only inhibit cancer growth, but does not cure cancer.  
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1 Forord 
I vores projektrapport starter vi med en introduktion til problemstillingen. Herefter sættes 
læseren ind i den grundlæggende biologi, der er nødvendig for forståelsen af projektet. Vi 
opstiller de forskellige metoder hvorpå LNA kan anvendes og introducerer cancer samt 
behandling deraf. Vi kigger herefter på nogle forskeres forsøg og deres resultater og diskuterer 
hvilken metode der vil være den mest effektive til behandling af brystcancer. Til 
projektrapporten har vi udarbejdet en ordliste, som er placeret i appendix 1, der forklarer de 
brugte fagtermer. Første gang de optræder i teksten, er de markeret med kursiv.    
Vores målgruppe er studerende med biologi og kemi på B-niveau.  
 
Vi har haft kontakt til tre førende, danske forskere inden for området; Jesper Wengel (En af 
LNA’s opfindere), Troels Koch (Vice president, Research Division i Santaris Pharma A/S) og 
Jan Stenvang (Ph.d.: LNA og brystcancer). En stor tak til dem for hurtig besvarelse af 
spørgsmål, samt de tilsendte artikler. En ekstra tak til Jan Stenvang for mødet på Panum  
Instituttet den 15. november 2007. 
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2 Indledning 
Hver tredje dansker får konstateret cancer og antallet er stadig stigende. Den hyppigste 
cancerform hos kvinder er brystcancer, på latin cancer mammae, som rammer hver niende 
kvinde (Kræftens bekæmpelse). De nuværende behandlingsmuligheder er langt fra effektive nok, 
har mange bivirkninger og nedsætter livskvaliteten for mange. Problemet ved 
behandlingsmetoderne er at de ikke kun påvirker dér hvor sygdommen er, men også andre steder 
i kroppen. Derfor forskes i nye alternativer, heriblandt LNA, til de allerede eksisterende 
behandlingsmuligheder. 
  
LNA er en syntetisk efterligning af et DNA-molekyle. Det virker specifikt i cellerne og kan 
hæmme visse sygdomme. Vi skal se på LNA som behandlingsmiddel af brystcancer og 
undersøge hvilke muligheder og begrænsninger der er for en sådan behandling. I den 
sammenhæng vil vi vurdere, hvilken konstruktion af LNA der fungerer bedst mod brystcancer.  
 
Det er interessant at sammenligne bivirkningerne ved brugen af LNA med de bivirkninger der 
forekommer ved de nuværende behandlingsmuligheder for brystcancer. 
 
 
3 Problemformulering 
”Hvilke muligheder og begrænsninger er der i brugen af LNA som behandlingsmetode mod 
Cancer mammae og hvilke eventuelle bivirkninger kan forekomme?” 
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4 Metode 
Da emnet LNA og cancer blev diskuteret i projektgruppen, blev vi enige om at det var en både 
spændende og aktuel problemstilling. Vores forskellige kompetencer blev så godt som muligt 
imødekommet i vores problemformulering. Projektet har krævet repetition og fordybelse i 
biologi, før vi kunne tage fat i emnet LNA. Gennem litteraturstudier har vi tilegnet os den 
nødvendige viden, for at kunne besvare vores problemformulering. Vi har kommunikeret med de 
tre førende, danske forskere Jesper Wengel, Troels Koch og Jan Stenvang. Desuden har vi haft et 
møde med Jan Stenvang på Panum Instituttet den 15. november 2007. 
 
Vi ville have vurderet om en fremtidig behandling med LNA i den offentlige sektor var 
realistisk, med henblik på det økonomiske aspekt, hvilket ikke har været muligt, da prisen på 
LNA er fortrolig. Stenvang (2007) gav udtryk for at han ikke mente at omkostninger er 
udslagsgivende i forhold til beslutningen, om et virkningsfuldt lægemiddel skal tages i brug, dog 
indenfor rimelighedens grænser. 
 
Det har kun været muligt at skaffe oplysninger fra privathospitaler om priser på nuværende 
behandlinger og det syntes ikke relevant, da den primære cancerbehandling foregår i det 
offentlige regi. En fyldestgørende redegørelse for økonomien ved behandling af brystcancer med 
LNA ligger udenfor dette projekts omfang og kunne i sig selv udgøre et interessant 
semesterprojekt. 
 
5 Antisense-princippet 
Begrebet antisense stammer fra 1960’erne, hvor det blev antaget at RNA kunne hæmme et gens 
udtryk (Stenvang, 2003, s.2) og i 1978 lykkedes det to forskere at fremstille en syntetisk DNA-
streng (Koch, 2004, s.19). Strengen kunne binde til et specifikt stykke RNA fra en virus og det 
lykkedes dermed at hæmme væksten af denne virus. Antisensebegrebet var blevet en realitet. Da 
nutidens lægemidler ikke kun påvirker det inficerede område, men også det omkringliggende 
(Wengel, 2000, s.8), var det nyskabende, da antisense kom på banen fordi denne mentes at være 
bivirkningsfri. 
 
LNA til behandling af Cancer mammae 
8 - 66 
Den kodende streng i DNA er sense-strengen og den komplementære streng, den er bundet til, er 
antisense-strengen (Koch, 2004, s.19). Syntetisk DNA kan på samme måde være antisense til 
mRNA, som er den kodende streng for et protein. I begrebet ”antisense” ligger ikke kun et udtryk 
for den komplementære gen-sekvens, men også et behandlingsprincip, som kun rammer 
specifikt, hvor sygdommen bremses mest effektivt. En sådan målretning siges at gøre 
behandlingen bivirkningsfri (Wengel, 2000, s.8). LNA hæmmer produktionen af de specifikke 
sygdomsfremkaldende proteiner, som mRNA-molekylet ellers ville være blevet oversat til. Det 
antages ikke at påvirke andet i kroppen. 
 
Siden 1978, hvor man nåede frem til at syntetisk DNA var løsningen, har man forsøgt sig med 
mange forskellige ændringer af DNA (Koch, 2004, s.19). De første var phosphorthioater (se 
8.2), som er effektive, men har en lav affinitet (bindingsstyrke), som i dette tilfælde betyder 
mindre tilbøjelighed til at binde sig til sense-strengen. I 1998 opdagede den danske kemiker 
Jesper Wengel og hans forskergruppe LNA, som havde en rekordstor stigning i affiniteten 
(Koch, 2004, side 19). 
 
6 Introduktion til Locked Nucleic Acid (LNA) 
Et LNA-nukleotid indeholder en sukkerring, en phosphatgruppe og en base og består dermed af 
de samme komponenter som de naturlige nukleinsyrer DNA og RNA (Se figur 1). LNA kan 
binde sig stærkt og med stor præcision til det gen, der ønskes hæmmet, hvilket er nødvendigt for 
at opnå en effektiv behandling (Wengel, 2000, s.9).  
 
Figur 1. (Biochemical Journal, 2007). A: DNA-nukleotid, hvor det øverste højre B er nukleotidets base. B: LNA-
nukleotid, hvor sukkerringens struktur er fastlåst af en methylen-bro. Tallene angiver de 5 carbonatomers placering. 
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Det der ligger til grund for LNAs egenskaber, er strukturen, som er ændret i forhold til de 
naturlige nukleinsyrer. Forskellen er, at sukkerringen har fået tilført en methylen-bro (Se 8.1). 
Det gør at LNA binder sig markant bedre til DNA og i særdeleshed til RNA (Koch, 2004, s.19). 
Samtidig er LNA mere modstandsdygtig overfor nedbrydning i cellen end naturlige 
nukleinsyrer. 
 
På grund af den bedre binding og stabilitet, kræves der en væsentlig lavere dosis for at opnå 
samme resultat med LNA, end andre syntetiske nukleinsyrekonstruktioner (Koch, 2004, s.19). 
Dette gør samtidig at der indtil videre ikke er blevet påvist nogen nævneværdige bivirkninger 
ved brug af LNA (Koch, 2007, s.557). 
 
LNA er ikke virkningsfuldt som et enkelt nukleotid og for at LNA kan bruges i forbindelse med 
behandling, skal der være flere nukleotider sat sammen til en streng, kaldet et oligonukleotid. 
Denne streng kan bestå udelukkende af LNA-nukleotider eller også sammensat med andre 
nukleotider, hvoraf nogle vil blive forklaret senere. Der er flere forskellige metoder hvorpå dette 
oligonukleotid kan hæmme udtrykket af et gen, men disse vil blive beskrevet senere. 
 
7 Cellens opbygning og funktioner 
Da projektet tager udgangspunkt i at undersøge, om LNA kan bruges til behandling af 
brystcancer på det molekylære niveau, vil der komme mange biologiske udtryk. I vores senere 
redegørelse for problemstillingen, vil vi forudsætte at læseren er bekendt med de mest normale 
biologiske udtryk for cellens bestanddele, og derfor vil der her komme en kort præsentation af de 
vigtigste dele i cellen. 
 
Cellen er omgivet af en fedtmembran, som adskiller cellen fra den ekstracellulære væske uden 
om cellen. Herudover tillader membranen, at cellen selv kan afgøre hvilke stoffer, der skal ind 
og ud af cellen (Campbell og Reece, 2005, s.130).  For at stofferne kan trænge gennem 
membranen, uden hjælp, kræver det at de er fedtopløselige, da det ellers vil tage alt for lang tid. 
Hvis de ønskede stoffer ikke er fedtopløselige som f.eks. Ca2+ ioner, binder de sig til 
transportproteiner, som hjælper dem ind eller ud af cellen (Campbell og Reece, 2005, s.130).  
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Figur 2. (Campbell og Reece, 2005, cd-rom, redigeret) Her illustreres en menneskecelle. 1: Mitokondrier som 
dannet det meste af kroppens ATP. 2: Lysosmerne nedbryder molekyler til mindre dele. 3: De små prikker er 
ribosomerne som danner kroppens proteiner. De kan enten være frit i cellen eller bundet til forskellige organeller. 4: 
Cellens kerne, som indeholder cellens DNA. 
 
Inden i cellen er der flere forskellige organeller: Ribosomerne er kroppens proteinfabrikker, som 
danner forskellige proteiner. Mitokondrierne er kroppens kraftværker, som danner den energi, i 
form af ATP, som kroppen skal bruge. Lysosomer er cellens fordøjelsesorganel, som nedbryder 
molekyler til mindre dele, så delene kan genbruges i nye processer. Cellens kerne, som er det 
største organel, er ligesom cellen omgivet af en fedtmembran. Inde i kernen er DNA, som 
indeholder alle koderne for dannelsen af kroppens proteiner (Se figur 2)(Sørensen et al., 2002, 
s.24). 
 
7.1 DNA 
LNA ligner DNA, og de to molekyler indeholder en lang række af de samme komponenter. 
Yderligere spiller DNA en central rolle i dannelsen af proteiner, hvor det netop er LNAs opgave 
at forhindre proteinet i at blive dannet, såfremt det er skadeligt. Derfor vil dette afsnit omhandle 
opbygningen af DNA og introducere de begreber, der senere vil blive anvendt i beskrivelsen af 
LNA. 
 
DNA er en såkaldt nukleinsyre, hvilket vil sige, at det er et lineært molekyle opbygget af 
nukleotider. Disse sidder sammen i lange kæder som kaldes DNA-strenge. 
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Et nukleotid består af en phosphatgruppe (PO4), kaldet phosphodiester, en sukkerring hvori der 
er fem carbonatomer, samt en nitrogenholdig base (Se figur 3B)(Sørensen et al., 2002, s.62). 
 
Figur 3. (Campbell og Reece, 2005, cd-rom) A: DNA-streng. B: de forskellige bestanddele i et DNA-nukleotid. 
 
I DNA er sukkerringen deoxyribose og baserne er adenin(A), cytosin(C), guanin(G) og 
thymin(T)( Jensen, 2006, s.31). Baserne er bundet til det første carbonatom på sukkerringen.  
Baserne A og G hører til de såkaldte puriner med to organiske ringe, hvorimod C og T hører til 
en gruppe, kaldet pyrimidiner, med kun en organisk ring (Campbell og Reece, 2005, s.298). Det 
vil altså sige at A og G er større molekyler end C og T rent rumligt (Se figur 4). 
 
Figur 4. (Campbell og Reece, 2005, cd-rom) Opbygningen af puriner og pyrimidiner. 
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Disse baser binder sig to og to, ved at der dannes hydrogenbindinger baserne imellem, hvor der 
mellem C og G er tre, og mellem A og T kun er to (Se figur 5). På grund af den ekstra binding 
mellem C og G, vil disse sidde stærkere sammen, hvilket kommer til udtryk, ved at bindingerne 
brydes ved en højere temperatur (Campbell og Reece, 2005, s.298). 
 
Figur 5. (Dansk selskab for medicinsk genetik, 2007). Baseparring i dobbelthelix via hydrogenbindinger. 
 
Baserne vil binde sig til hinanden i henhold til Watson-Crick baseparring, der dikterer, at A vil 
bindes til T, og G vil bindes til C (Jensen, 2006, s.31). Sådan at hvis der på den ene streng sidder 
sekvensen AAA, vil der på den komplementære være TTT. Det vil også sige at antallet af T i en 
organisme vil være det samme som A, da disse altid vil bindes til hinanden (Campbell og Reece, 
2005, s.296). Derfor kan man ud fra en enkel DNA-streng altid forudsige opbygningen af den 
komplementære streng ud fra Watson-Crick baseparring. Rækkefølgen hvorpå disse baser 
sidder, er selve koden for den genetiske information (Campbell og Reece, 2005, s.298). 
 
Et DNA-molekyle er opbygget af to DNA-strenge. Disse strenge sidder antiparallelt, snoet om 
deres egen akse i en form, der kaldes dobbelthelix (Se figur 6 s.13)(Sørensen et al., 2002, s.64). 
Dannelsen af denne struktur sker helt af sig selv, når de to strenge er blevet dannet, og gør at 
DNA-molekylet i denne form er særlig stabilt (Jensen, 2006, s.31). De to strenge sidder så tæt 
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sammen, at de hydrofobe (vandskyende) baser i midten ikke kommer i berøring med den 
omkringværende vandige opløsning (Campbell og Reece, 2005, s.297). 
 
Figur 6. (Memorial University, 2007, redigeret) Figuren viser hvordan strengene er snoet antiparallelt om hinanden. 
 
Der er to ender på en nukleotid-streng, og således også på et LNA-nukleotid, en kaldet ”tre 
mærke” enden, der benævnes 3’, og den anden kaldet ”fem mærke” enden, der benævnes 5’. 3’ 
enden er den, hvor der er en fri OH gruppe og 5’ enden der, hvor der er en fri phosphatgruppe 
(Se figur 3A s.11)(Sørensen et al., 2002, s.64). Hver enkel DNA-streng er opbygget af et 
”skelet”, bestående af skiftevis phosphat og deoxyribose. Disse er forbundet sådan, at phosphat 
er bundet til både det tredje og fjerde carbonatom i deoxyribose (Campbell og Reece, 2005, 
s.296). 
 
7.2 RNA 
RNA, ribonukleinsyre, er ligesom DNA opbygget af nukleotider, men er enkeltstrenget (Se figur 
7). Der findes tre forskellige typer RNA, hvoraf de to senere vil blive beskrevet. ”Skelettet” i 
RNA består ligesom DNA af en phosphatgruppe og en sukkerring, men til forskel fra DNA er 
sukkerringen her ribose (Sørensen et al., 2002, s.65). Baserne er også bundet til det første 
carbonatom, men RNA har basen urasil(U) i stedet for thymin(T) (Sørensen et al., 2002, s.65). 
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Figur 7. (Making the modern world, 2007). Enkelstrenget RNA, hvor thymin er erstattet af urasil. 
 
7.3 Proteinsyntesen 
Kroppens proteiner er helt essentielle for at kroppen kan fungere (Campbell og Reece, 2005, 
s.77), men mutationer kan føre til, at et stykke af kroppens DNA ændrer sig. Denne ændring har 
umiddelbart kun effekt, hvis det sker i den kodende del af DNA, hvilket kun udgør 2 % af den 
samlede mængde (Stenvang, 2007). Hvis der opstår en skadelig ændring af DNA, vil det også 
medføre at det protein, som bliver dannet, får en anden sammensætning af aminosyrer eller en 
anden struktur. Dette medfører at proteinet ikke virker optimalt eller er direkte skadeligt for 
cellen(Campbell og Reece, 2005, s.84), hvilket kan betyde at kroppen udvikler cancer eller andre 
sygdomme, og det er netop her LNA kan gribe ind ved at forhindre, at det skadelige protein 
bliver dannet (Wengel, 2000, s.9). Derfor vil det følgende afsnit omhandle proteinsyntesen. 
 
Selvom DNA indeholder koden for dannelsen af proteiner, skal denne kode først oversættes til et 
sprog som ribosomerne kan forstå (Campbell og Reece, 2005, s.311). Dette sker i flere trin, hvor 
det mRNA der først laves, benævnes pre-mRNA og det modne mRNA, som er klar til aflæsning, 
bare benævnes mRNA. Dannelsen af pre-mRNA sker ved, at forskellige transskriptionsfaktorer 
binder sig til et bestemt sted på DNA-strengen, kaldet en promoter (Campbell og Reece, 2005, 
s.315). Dette fungerer som startsignal for enzymet RNA-polymerase II, som binder sig til 
promotoren og vikler DNA-strengene fra hinanden, så den genetiske kode bliver tilgængeligt for 
kopiering (Campbell og Reece, 2005, s.316). 
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RNA-polymerase II danner pre-mRNA ved at aflæse den ene DNA-streng, kaldet sense (se figur 
8), og påsætte nukleotiderne i den rigtige rækkefølge. Dette sker ved at RNA-polymerase II 
vikler DNA-strengene fra hinanden, sådan at kun 10-20 baser er tilgængelige for transskription 
af gangen (Se figur 8)(Campbell og Reece, 2005, s.316). En sekvens bestående af tre baser som 
f.eks. ATG, kaldes et kodon og det er disse kodons, som er koden for dannelsen af proteiner 
(Campbell og Reece, 2005, s.312). 
 
 
 
Figur 8. (Campbell og Reece, 2005, cd-rom). DNA aflæses af RNA-polymerase II og replikeres til RNA.  
 
Efter disse DNA nukleotider er blevet aflæst, vikler de sig sammen og henfalder til deres 
normale dobbelt-helix struktur. Denne dannelse af pre-mRNA fortsætter indtil RNA-polymerase 
II møder en sekvens speciel sekvens på DNA. Denne sekvens bliver oversat til baserne 
AAUAAA på pre-mRNA og kaldes for polyadenylation (Campbell og Reece, 2005, s.317). Efter 
dette signal fortsætter RNA-polymerase II med at sætte yderligere 10-35 nukleotider på, inden 
pre-mRNA falder af DNA strengen (Campbell og Reece, 2005, s.317). Det mRNA der hermed 
er blevet dannet, kaldes pre-mRNA, og er ikke identisk med den streng, den har kopieret, men er 
den komplementære. 
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Inden pre-mRNA er klar til at blive oversat til proteiner, skal det først modificeres. Dette sker 
ved at der i 5’enden bliver påført et modificeret guanin-nukleotid, og i 3’ enden bliver tilført en 
sekvens af 50-200 adenin-nukleotider (Campbell og Reece, 2005, s.317). Disse modificeringer 
har flere afgørende funktioner. De hjælper mRNA med at forlade kernen og beskytter det mod 
nedbrydning af enzymer (Campbell og Reece, 2005, s.317). Derudover gør de også, at 5’ enden 
har lettere ved at sætte sig fast på ribosomet. Selv efter denne ændring, er pre-mRNA stadig ikke 
klar til aflæsning (Campbell og Reece, 2005, s.317). 
 
Hver pre-mRNA er ca. 8000 nukleotider lang, og da der kun kræves omkring 1200 nukleotider 
for at kode for et gennemsnitligt protein, er der lange segmenter med ikke-kodende nukleotider 
(Campbell og Reece, 2005, s.318). Disse kaldes introns, mens de kodende segmenter kaldes 
exons. Da introns ikke koder for noget protein, bliver de fjernet ved en proces, kaldet RNA-
splejsning, hvor enzymer klipper introns ud af strengen, sådan at der kun er exons tilbage (Se 
figur 9)(Campbell og Reece, 2005, s.318). Det skal dog siges, at der i nogle af disse exons er 
UTRs (untranslated regions). Disse befinder sig i både 3’ og 5’ enden og bliver ikke oversat til 
proteiner, men hjælper mRNA med at binde bedre til ribosomerne (Campbell og Reece, 2005, 
s.317).  
 
Figur 9. (Campbell og Reece, 2005, cd-rom). Forskellen mellem pre-mRNA og modent mRNA. 
 
Efter denne proces diffunderer det endelige mRNA ud i cytoplasmaet, hvor mRNA krøller op 
hvilket gør nogle basesekvenser utilgængelige for hybridisering, inden det binder sig til 
ribosomerne (Campbell og Reece, 2005, s.320). Her bliver basesekvenserne på mRNA genkendt 
af en anden type RNA-molekyle, kaldet tRNA. Disse tRNA-molekyler findes i cytoplasmaet, 
hvor cellen har de 20 aminosyrer, som kroppen råder over. Aminosyrer er ”byggesten” til 
kroppens proteiner. Rækkefølgen og antallet af disse aminosyrer afgør hvilket protein det er.  
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Et tRNA-molekyle består af enkeltstrenget RNA, hvor de komplementære baser i RNA-strengen 
binder sig til hinanden, sådan at molekylet får en tredimensionel struktur (Se figur 10). I den ene 
ende af tRNA er en basesekvens bestående af tre baser, kaldet et antikodon. Dette antikodon 
modsvarer et kodon på mRNA, sådan at de vil binde sig til hinanden (Campbell og Reece, 2005, 
s.321). 
 
Figur 10. (Campbell og Reece, 2005, cd-rom) Til venstre ses den reelle struktur af tRNA hvor baserne binder sig til 
hinanden og skaber den tredimensionelle struktur. Til højre ses den forenklede udgave som vil blive brugt i senere 
figurer.  
 
Inden tRNA binder sig til mRNA i ribosomerne, skal det først have påsat den aminosyre, der 
passer til dets antikodon. Dette sker ved at nogle enzymer aflæser tRNA’s antikodon, og sætter 
den tilsvarende aminosyre på molekylet (Campbell og Reece, 2005, s.321). 
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Figur 11.  (Campbell og Reece, 2005, cd-rom). tRNA binder sig til mRNA i ribosomet og afleverer deres 
aminosyrer til proteinet. 1: Her ses hvordan et tRNA binder sig til det tilsvarende antikodon på mRNA. 2: Det 
nyankomne tRNA får tilføjet de aminosyrer fra det tRNA, der var der i forvejen og aminosyrekæden bliver således 
en aminosyre længere. 3: Dette medfører at det tRNA, der var der først, ikke vil have nogen aminosyrer påhæftet. 4: 
Det føromtalte tRNA uden aminosyrer vil herefter forlade ribosomet og tRNA og mRNA vil rykke sig en plads, 
således at et nyt antikodon bliver tilgængeligt for endnu et tRNA. 
 
Når mRNA har bundet sig til ribosomet og startkodonet er tilgængeligt, vil et tRNA molekyle 
med det tilsvarende antikodon binde sig og bidrage med en aminosyre til proteinet (Se figur 
11.1) (Campbell og Reece, 2005, s.322). Den fortsatte syntese af proteinet, sker ved at et nyt 
tRNA binder sig til det næste tilgængelige kodon og får overført aminosyren fra det først 
ankomne tRNA (Se figur 11.2)(Campbell og Reece, 2005, s.322).  Det vil resultere i at der på 
dette tidspunkt er to tRNA hvoraf det sidst ankomne har aminosyrer mens det først ankomne 
ingen har (Se figur 11.3). Det først ankomne tRNA uden aminosyrer, vil herefter forlade 
ribosomet og gøre plads til at et nyt tRNA kan binde sig (Se figur 11.4) og processen fortsætter 
på denne måde indtil et stopkodon på mRNA medfører at det færdige protein forlader ribosomet 
(Campbell og Reece, 2005, s.323).  
LNA til behandling af Cancer mammae 
19 - 66 
8 LNA 
LNAs specielle egenskaber, så som stor affinitet og stabilitet, skyldes i høj grad selve strukturen 
i LNA og derfor vil der i de følgende afsnit komme en beskrivelse af strukturen i LNA. 
 
8.1 Strukturen af DNA, RNA og LNA 
Forskellen i strukturen på DNA og LNA ligger bl.a. i at sukkerringen i LNA har fået tilført en 
methylen-bro, som forbinder det 4’ carbon-atom til det 2’ oxygenatom (4’-CH2-O-2’)(Se figur 
12B).  
                     
Figur 12. (Biochemical Journal, 2007). A: Et DNA-nukleotid, hvor det øverste højre B er nukleotidets base. B: Et 
LNA-nukleotid, hvor sukkerringens struktur er fastlåst. Tallene angiver de 5 carbonatomers placering. 
 
Det viste sig allerede tidligt i forskningen, at denne struktur i forhold til andre antisense-
oligonukleotider (ASO’er), væsentlig forbedrede affiniteten overfor DNA og i særdeleshed RNA 
(Koch, 2004, s.19). Da LNAs opbygning er meget lig DNA, syntetiseres de efter samme metode 
og det gør det muligt at lave et oligonukleotid med både LNA og enten DNA eller RNA (Koch, 
2004, s.19). Dette forbedrer de allerede eksisterende ASO’er væsentligt, da deres affinitet 
overfor RNA øges markant ved at tilsætte LNA. Når affiniteten øges, betyder det samtidig, at der 
kræves en langt mindre dosis for at opnå samme resultat og LNA gør på den måde de allerede 
eksisterende ASO’er langt mere potente (Koch 2004 s.19). 
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Figur 13.  (Instituto de Química Física Rocasolano)  A: C3’endotype (N-type), A-type geometri. B: C2’endotype 
(S-type), B-type geometri 
 
Nukleinsyrer har fra naturens side to foretrukne strukturer nemlig A og B-typer (Se figur 13). 
Forskellen mellem disse strukturer består i sukkerringens konformation (Petersen og Wengel, 
2003, s.76). Konformationen C3’endo(N-type) tilskynder en A-type geometri, mens C2’-endo 
(S-type) typisk giver en B-type geometri (Se figur 13). Da DNA og RNA har forskellige 
sukkerringe, i henholdsvis deoxyribose og ribose, har disse molekyler også forskellig struktur. 
Dette betyder at dobbeltstrenget RNA foretrækker A-type geometri, mens dobbeltstrenget DNA 
er i en form for ligevægt mellem A- og B-type geometri (Koch og Ørum, 2007, s.530). Denne 
ligevægt er for dobbeltstrenget DNA forskudt mod enten A- eller B-type, alt afhængig af 
ionstyrke og fugtighed i omgivelserne (Petersen og Wengel, 2003, s.76). 
 
Under de betingelser der er i kroppen, har DNA-nukleotiderne primært B-type geometri Det 
skyldes at B-typen, for deoxyribose, som er sukkerdelen i DNA, er den struktur med lavest 
energi, og dermed den mest hensigtsmæssige (Koch og Ørum, 2007, s.530). For ribose, som er 
sukkerdelen i RNA, er den foretrukne struktur derimod N-typen, hvilket gør at RNA antager A-
type geometri, som generelt er forbundet med højere affinitet. Nukleinsyrer med samme struktur 
i sukkerringen vil binde sig bedre og A-type strukturer vil således binde sig stærkere til A-type 
end B-type strukturer (Koch og Ørum, 2007, s.530).  
 
 
Figur 14. (Biochemical Journal, 2007). LNA-nukleotid med A-type geometri.  
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Når DNA og RNA skal binde sig til hinanden, skal alle sukkerdelene vrides til en bestemt 
struktur, da de to molekyler har forskellig struktur (henholdsvis B og A-type). Det er ikke ligeså 
hensigtsmæssigt, som hvis strukturerne var ens (Koch og Ørum, 2007, s.531). Da både LNA og 
RNA antager A-type strukturer, binder de sig stærkere til hinanden (Koch og Ørum, 2007, 
s.530). Dette skyldes at LNA ved hjælp af methylen-broen er låst fast i A-type geometri (Se 
figur 14 s.20). LNA er typisk afbilledet i en neutral konformation for at gøre det mere klart hvor 
methylen-broen sidder, men den helt korrekte figur af LNA, er vist på figur 14 s.20.  
 
Når LNA indgår i et oligonukleotid med f.eks. DNA, er det bemærkelsesværdigt, at man ved at 
tilsætte 3 LNA-nukleotider, til et oligonukleotid med 9 DNA-nukleotider, næsten fuldstændig får 
ændret strukturen på hele molekylet til A-type, på trods af at der er 9 DNA-nukleotider og 3 
LNA (Koch og Ørum, 2007, s.531). Derved låser man de ellers mere dynamiske sukkerringe i 
DNA, og gør dermed hele molekylet mere stabilt og giver samtidig højere affinitet. Der opstår 
dog en mætning, hvad angår strukturel ændring, når halvdelen af nukleotiderne er LNA, og det 
gør dermed ingen forskel om der er 50 eller 90 procent LNA. Dette fænomen kaldes ”strukturel 
mætning” (Koch og Ørum, 2007, s.531).  Dette betyder at der kun behøves få LNA-nukleotider, 
for at kunne ændre strukturen på oligonukleotidet til A-type geometri (Koch og Ørum, 2007, 
s.531). 
 
8.2 Phosphorthioater 
En anden interessant modifikation til ASO’er, udover LNA, er phosphorthioater. 
Phosphorthioater er resultatet af en ændring af bindingen mellem nukleotiderne, der normalt 
består af en phosphat-gruppe med to ikke-bindende oxygen-atomer, en såkaldt phosphodiester-
binding (Se figur 15A s.22). Det er et af disse oxygen-atomer, der erstattes med et svovl-atom og 
dermed danner phosphorthioat (Se figur 15B s.22)(Gewirtz et al., 1998, s.714). Tilsvarende kan 
man erstatte et oxygen-atom med en CH3 gruppe og få methylphosphonat. 
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Figur 15. (Stenvang, 2003, s.13) A: Phosphodiesterbinding. B: Phosphorthioatbinding, som har et svovlatom på 
phosphat-gruppen. C: Methylphosphonatbinding, som har et carbonatom med 3 hydrogenatomer på phosphat-
gruppen. 
 
En af de primære fordele ved phosphorthioat- og methylphosphonat-modifikationerne er at de er 
mere modstandsdygtige over for nedbrydning af enzymerne exonuclease og endonuclease 
(Gewirtz et al., 1998, s.717). Enzymerne nedbryder oligonukleotider ved at spalte phosphat-
gruppen, der binder nukleotiderne. Mens exonuclease spalter ét nukleotid fra af gangen fra 
enderne af oligonukleotidet, spalter endonuclease en phosphat-gruppe af gangen centralt på 
oligonukleotidet. Ydermere er nukleotider med phosphorthioat-modifikation hydrofile og 
vandopløselige på grund af den negative ladning fra svovlatomet. Dette betyder at disse 
nukleotider kan blive opløst i den ekstracellulære væske og i blodet, hvilket er en forudsætning 
for at de via blodbanen kan komme ind i cellen. Denne egenskab har methylphosphonater ikke. 
 
Phosphorthioater, i modsætning til methylphosphonater, aktiverer meget effektivt enzymet 
RNase H, der binder sig til duplexet mellem ASO og target-oligonukleotidet (det mRNA der 
koder for det protein, der ønskes hæmmet) og nedbryder dette. Disse fordele, ved specielt 
phosphorthioat, gør at denne modifikation af oligonukleotidet ofte har været brugt i 
laboratorieforsøg og kliniske tests. (Gewirtz et al., 1998, s.717). 
 
Der er dog også ulemper ved denne modifikation. På grund af de mange negative ladninger 
hæmmes transporten ind i cellen på grund af den ligeledes negative ladning på cellens overflade. 
Den elektriske ladning menes også at være skyld i nogle ikke-sekvens-specifikke 
følgevirkninger mellem oligonukleotidet og proteiner i, på og udenfor cellen. 
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Høje koncentrationer af phosphorthioater viser sig at hæmme oligonukleotidets aktivering af 
RNase H, hvilket reducerer deres antisense-effekt. Derudover reducerer phosphorthioat-
modifikationen affiniteten. Tilsammen gør disse ulemper at phosphorthioat-modifikationen ikke 
kan stå alene, da de negative effekter overskygger de positive (Koch, 2005, s.2). Nogle af disse 
negative egenskaber kan reduceres eller helt modvirkes ved at syntetisere oligonukleotider, der 
kombinerer phosphorthioater med LNA- modifikationen, såkaldte mixed backbone 
oligonucleotides (Gewirtz et al., 1998, s.717; Koch, 2005, s.2). 
 
LNA kan ikke initiere (påbegynde) spaltning af mRNA via RNase H, men har til gengæld meget 
høj affinitet, og høj stabilitet overfor nedbrydning af nucleaser. Ved at kombinere dette med 
phosphorthioaternes egenskab til at rekruttere RNase H, kan der opnås et oligonukleotid med de 
nævnte positive egenskaber.  
 
 
Figur 16. (Stenvang, 2003, s.22) Forskellige konstruktioner af oligonukleotider. Mørke områder indikerer LNA-
nukleotider. 
 
Mixed backbone oligonukleotider kan opbygges på en række forskellige måder. Jan Stenvang 
(2003) opstiller 5 forskellige typer design. Fuldt modificeret, gapmer, mixmer, tailmer og 
headmer, hvor de sidste to har fællesbetegnelsen wingmer (Se figur 16). I mixmer opbygningen 
vil man skifte mellem forskellige typer nukleotider hele vejen hen af oligonukleotidet. I 
wingmer-opbygningen har man enten i starten eller i slutningen af oligonukletidet et andet type 
nukleotid end i resten af molekylet (Stenvang, 2003, s.22).  
 
Vi vil her koncentrere os om gapmer-opbygningen. Gapmeren består af to sekvenser med LNA-
modifikationer, der omslutter en sekvens uden ændringer på sukkerringen (Se figur 16). I en 
gapmer med phosphorthioatbindinger mellem alle nukleotider er det påkrævet, at der er mindst 
to LNA-modificerede nukleotider i hver ende for at opnå stabilitet overfor spaltning af 
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exonucleaser (Koch og Ørum, 2007, s.538-40). Det optimale antal LNA-modificerede 
nukleotider for det samlede molekyle er 4-8 afhængig af affiniteten af et tilsvarende 
umodificeret nukleotid. Den optimale længde af stykket uden LNA-modifikation for at opnå 
initiering af RNase H hos mennesker er 8-9 nukleotider (Koch og Ørum, 2007, s.538-540). 
 
Det menneskelige genom indeholder mellem 3 og 4 milliarder basepar (Gewirtz et al., 1998, 
s.719), og statistisk set skal et oligonukleotid derfor være minimum 12-15 basepar lang for at 
være tilstrækkelig specifik (Gewirtz et al., 1998, s.719). På samme måde skal et oligonukleotid 
med standard phosphordiester-bindinger være omkring 12 basepar lang for at opnå en 
tilstrækkelig affinitet ved fysiologiske forhold for at være stabilt bundet til target-
oligonukleotidet (Gewirtz et al., 1998, s.719). De fleste oligonukleotider, der syntetiseres med 
henblik på antisensefunktionen er i intervallet 13-30 basepar (Gewirtz et al., 1998, s.719). 
 
8.3 LNAs nedregulering af proteinsyntesen 
I det følgende vil vi give en kort redegørelse for de forskellige måder hvorpå LNA kan benyttes, 
i hvilke processer og hvor det er LNA går ind og binder til henholdsvis det komplementære 
RNA og DNA. Det er afgørende for metoden, om der er tale om et oligonukleotid, der 
udelukkende består af LNA, eller om LNA er sammensat til en gapmer, hvor LNA kun sidder i 
enderne af oligonukleotidet. Efter gennemgangen af metoderne som kan ses på figur 18, vil vi gå 
i dybden med de to vigtigste. 
 
8.3.1 TFO – “Triple-helix forming oligodeoxynucleotide” 
TFO er i stand til at hybridisere, dvs. at binde specifikt til komplementære oligonukleotider, med 
DNA hvorved der dannes et trippelstrenget molekyle. TFO bindes til DNA ved Hoogsteen 
bindinger (Se figur 17 s.25)(Gewirtz et al., 1998, s.713).  
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Figur 17. (Open Learn, 2007) A. Illustration af trippelhelix. B. Binding af den tredje streng til det dobbeltstrengede 
DNA, som resulterer i dannelsen af trippelhelix. C. Hoogsteen bindingerne mellem baserne i trippelhelix. Disse er 
som anvist, forskellige fra Watson-Crick baseparringerne der også er illustrerede. 
 
I forhold til Watson-Crick baseparringerne, er bindingerne mellem H-atomerne mindre effektive 
(Spanget-Larsen). Bindingerne mellem TFO og DNA er hydrogen-bindinger, og basen A i TFO 
kan binde sig til et AT par, ligeledes kan et T binde sig til et AT par. G kan binde sig til et GC 
par, mens C kan binde sig til et GC par hvis det får en ekstra proton og dermed bliver til C+ 
(Gewirtz et al., 1998, s.713). 
TFO kan virke på to måder: 
- TFO kan hæmme transkriptionen ved at gå ind og hæmme visse transkriptionsagenter i at 
binde sig til promotoren. 
- TFO kan forhindre DNA-strengen i at åbne sig, og derfor kan transskriptionen ikke finde 
sted i den trippelformede helixstreng. 
(Se figur 18 s. 27, punkt 1). 
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8.3.2 ”Decoy” oligonukleotider 
Proteiner genkender og binder specifikke DNA sekvenser under transskriptionen.  
Ideen bag denne metode er at fremstille specifikke nukleotid-sekvenser, der kan konkurrere mod 
DNA’et for tilgængelige transskriptionsproteiner inde i cellen (Gewirtz et al., 1998, s.713). 
Denne metode kunne i princippet bruges til det formål at kontrollere cellevæksten. Dog er denne 
metode urealistisk, da man ikke ved hvilke transkriptionsfaktorer, der er ansvarlige for de 
enkelte gener og dermed ikke kan gøre denne metode genspecifik (Gewirtz et al., 1998, s.713) 
(Se figur 18 s.27, punkt 2). 
 
8.3.3 Modificeret splejsning af mRNA 
LNA binder sig til RNA-sekvenser og blokerer dermed imidlertid for de splejsningsprocesser, 
som normalt ville foregå, og de nødvendige spaltningsprocesser bliver også hæmmet. Den 
største fordel ved at bruge oligonukleotider til at ramme splejsningsprocesser er at man dermed 
kan omdirigere specifikke splejsninger, der er fundet sted (Baker og Monia, 1999, s.8). Ved 
dette vil man være i stand til at rette fejlsplejsninger, der har fundet sted ved dannelsen af 
mRNA’et. Disse fejlsplejsninger er i nogle tilfælde konsekvenser af mutationer, som 
forekommer i visse sygdomme. Ved at kunne regulere splejsningen, kan man forandre 
produktionen af muterede proteiner, der fungerer anderledes i forskellige celler (Baker og 
Monia, 1999, s.8)(Se figur 18 s.27, punkt 4). 
 
8.3.4 RNase-nedbrydning af RNA 
Virkemåden hviler på specificiteten af Watson-Crick baseparring, der er afgørende for LNAs 
hybridisering med mRNA (Stenvang, 2003, s.3). Når de to bindes, dannes et kompleks, et 
såkaldt heteroduplex. Komplekset genkendes af RNase, et enzym, der nedbryder RNA, hvorefter 
LNA efterlades intakt, så det frit kan hybridisere med et nyt mRNA-molekyle (Stenvang, 2003, 
s.3). Den mest almindelige konformation af enzymet, er RNase H.  Det er strukturen af 
oligonukleotidet, der er afgørende for om enzymet bliver aktiveret (Stenvang, 2003, s.3)(Se figur 
18 s.27, punkt 5). 
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8.3.5 Translationel blokering 
Denne virkemåde er ligeledes baseret på Watson-Crick baseparring med konstruktioner af LNA-
modificerede oligonukleotider. De tiltrækker ikke Rnase-enzymer ved hybridisering (Stenvang, 
2003, s.4) med mRNA, men har til gengæld en høj affinitet. Hybridiseringen er i denne 
virkemåde meget stærk, og heteroduplexet forhindrer herved enten at ribosomet kan aflæse 
mRNA, eller at ribosomet ikke kan ”køre” langs med mRNA, og derfor blokeres 
proteindannelsen (Stenvang, 2003, s.4) (Se figur 18, punkt 7). 
 
Nedenstående figur illustrerer de 5 nævnte metoder og hvor i cellen de foregår. 
 
Figur 18.   
1. Oligonukleotider kan binde sig direkte til DNA via Hoogsteens bindinger og danne triplex helixer. Dette 
kan blokere binding af transkriptionsfaktorer til DNA og forhindre åbningen af dobbeltstrenget DNA.  
2. Dobbeltstrengede oligonukleotider (Decoy oligonukleotider) kan binde transkriptionsfaktoren og 
konkurrere med DNA om tilgængelige transkriptionsfaktorer. 
3. Ved at interagere med pre-mRNA, kan oligonukleotiderne forstyrre capping og polyadenylation. 
4. Binding af oligonukleotider til splejsede ender af pre-mRNA, kan omdirigere splejsning. 
5. Forskellige RNaser (H, L og P) kan bliver aktiveret til at nedbryde RNA, når oligonukleotider bindes til 
mRNA. 
6. Oligonukleotider binder måske mRNA og hæmmer eksporten fra kernen til cytoplasmaet. 
7. Translationel blokering. Et specifikt oligonukleotid binder det færdige mRNA og hæmmer translationen, 
ved at forstyrre kontakten mellem ribosomet og mRNA. 
8. – 9.Oligonukleotider kan binde direkte på en sekvensspecifik måde til proteiner, eller de kan binde til 
komplementere RNA-sekvenser i RNA delen af ribonukleoproteiner (Oversat fra Stenvang, 2003, s.4). 
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I dette projekt, vil vi koncentrere os om de to mest benyttede virkemåder, RNase-nedbrydning af 
mRNA og translationel blokering. 
 
8.4 RNase H nedbrydning af RNA 
Hvis LNA skal benyttes til denne metode, skal det opbygges som en gapmer, hvor LNA er 
placeret i enderne (Stenvang, 2003, s.5). 
 
Antisense-oligonukleotider hybridiserer med mRNA specifikt ved Watson-Crick baseparring. 
Derved dannes et heteroduplex, der bliver genkendt af RNase H, som spalter RNA-delen af 
heteroduplexet, men efterlader ASO’et intakt. Denne nedbrydning af RNA, blokerer 
translationen af RNA på ribosomet, og derfor får vi en specifik nedregulering af udtrykket for 
det pågældende gen. Derefter frigives ASO’et fra heteroduplexet, og kan således hybridisere 
med et nyt mRNA (Se figur 19). Dette foregår primært i cellekernen, fordi koncentrationen af 
RNase H her er betydeligt højere end i cytoplasmaet (Stenvang, 2003, s.5). 
 
 
 
Figur 19. (Wengel, 2000, s.9, redigeret) RNase H nedbrydning af mRNA. Her illustreres hvordan ASO, ved at 
hybridisere med mRNA, kan tiltrække enzymet RNase H, som nedbryder mRNA men efterlader ASO’et intakt.  
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RNase H er en del af en familie af enzymer med mange isotyper, men de har vigtige forskelle i 
deres struktur, som er afgørende for hvor de spalter mRNA. Der findes RNaseH1 og RNaseH2. I 
mammalinske (pattedyrs) celler dækker RNase H1 over 85 % af antisense-aktiviteten ud af den 
totale RNase H aktivitet (Stenvang, 2003, s.6). 
 
Antisensespaltning af RNA er en attraktiv virkemåde for at hæmme RNAs funktioner. 
Størstedelen af rapporter om antisense dokumenterer at antisenseeffekter i celler sker på 
baggrund af RNase H (Baker og Monia, 1999, s.4). Jan Stenvang (2003) vurderer, at ingen 
studier endnu har bevist at det er RNase H, der forårsager nedbrydningen af mRNA. Dog skriver 
han at få rapporter stærkt antyder at RNase H er involveret i nedbrydningen af mRNA 
(Stenvang, 2003, s.6). 
 
Mange modifikationer af DNA er blevet lavet for at finde et ASO, der ved hybridisering med 
RNA, og dannelse af heteroduplexet tiltrækker RNase H. Den mest almindelige modifikation er 
phosphorthioater. ASO’ernes struktur er nødt til at ligne DNA, for at duplexet med RNA vil 
tiltrække RNase. Grunden til dette er at enzymet vil spalte et duplex af DNA/RNA, men ikke et 
duplex af RNA/RNA (Stenvang, 2003, s.6), da RNA/RNA-duplexets struktur ikke aktiverer 
RNase H (Stenvang, 2007). Dette betyder at LNA skal ligne DNA, for at kunne aktivere RNase 
H.  
 
Trods det faktum at de fleste ASO’er er designet til at aktivere RNase H, findes der en række 
alternative RNaser. Disse RNaser er f.eks. dobbelstrenget RNase, også kaldet RNase III, som 
binder sig til RNA-duplexer i bakterier (Baker og Monia, 1999, s.6). Eller RNase L, som findes 
både i kernen og i cytoplasmaet i mammalinske celler. Sidst er der RNase P, et enzym 
sammensat af en proteindel og en RNA-del (Baker og Monia, 1999, s.7). Det findes i kernen og 
er involveret i syntesen af tRNA. Funktionen af disse enzymer ligner RNase H-rettet 
nedbrydning af mRNA, men de kræver andre slags oligonukleotider (Stenvang, 2003, s.7).   
 
8.5 Translationel blokering 
Hvis LNA skal benyttes til denne metode, skal oligonukleotidet udelukkende bestå af LNA 
(Stenvang, 2007). Metoden er baseret på den stærke binding, der opstår, når ASO og mRNA 
hybridiserer. RNase H aktiveres ikke, men den stærke binding betyder at ribosomet ikke kan 
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aflæse koden til proteinet på mRNA. Når ribosomet ikke kan aflæse koden, bliver tRNA ikke 
samlet, og proteinet ikke dannet (Se figur 20)(Stenvang, 2003, s.7). Komplekset der dannes når 
ASO er hybridiseret med mRNA, vil blive nedbrudt i cellens lysosomer. Halveringstiden er et 
par uger (Stenvang, 2007). 
 
Hvis ASO er bundet til 5' enden af mRNA, vil ribosomet sandsynligvis slet ikke kunne binde sig 
til mRNA. Der er mange faktorer, der spiller ind her. Balancen fra at der ingen binding er, til 
bindingen dannes, betyder at der ikke er garanteret succes (Stenvang, 2003, s.8). Ribosomet er i 
besiddelse af reparationsmekanismer bestående af enzymer, f.eks. unwindase. Disse enzymer 
kan bryde komplekset af ASO’et og mRNA’et, trods den hårde binding.  Hvis den kodende del 
af mRNA er bundet til ASO, kan ribosomet skubbe ASO væk, og aflæse mRNA trods 
blokeringen. Dette bliver et problem for antisense-effekten af ASO, som i denne metode skal 
hæmme proteindannelsen ved at blokere translationen. Alligevel har metoder, der ikke aktiverer 
RNase H, vist sig succesfulde i et antal rapporter (Stenvang, 2003, s.8).  
 
Figur 20. (Wengel, 2000, s.9). Illustration af translationel blokering. Her ses hvordan ASO (antisense-DNA) 
hybridiserer med mRNA, hvorved proteinsyntesen blokeres. 
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8.6 Translationel blokering og RNase H nedbrydning via LNA 
LNA er designet til at binde sig til en del af RNA polymerase II. Derfor kan mængden af dette 
protein i celler muligvis reduceres, og derved hæmme tumorer i at vokse i kroppen (Stenvang, 
2003, s.8). LNA aktiverer ikke RNase H, men er designet til at virke via en ”steric block” 
mekanisme, det vil sige LNA kan binde sig til mRNA, der hvor RNA polymerase II skal binde 
og derved fysisk forhindre at RNA polymerase II kan bindes til mRNA. LNA kan også binde til 
den kodende del af mRNA, sådan at når RNA polymerase II kommer kørende hen over mRNAet 
for at oversætte det til et protein, så forhindrer LNAet RNA polymerase II i at køre videre. Ved 
sådan en ”fysisk blokering” er det vigtigt at ASO binder rigtig stærkt til mRNA, hvilket LNA 
gør.  Da LNA er komplementær til det mRNA, der koder for RNA polymerase II, kan det 
hæmme fremgangen af ribosomet og derved blokere for translationen (Stenvang, 2003, s.8).  
 
Oligonukleotider som udelukkende består af LNA, virker mere effektivt, hvis det indgår i en 
kombination. Hvis bindingerne, der sammenholder to LNA-molekyler, skiftes ud med 
phosphorthioater, fås en lavere affinitet. Duplexet mellem LNA og target-mRNA kan rekruttere 
RNase H og nedbryder ved hjælp af dette mRNA (Stenvang, 2007).  
 
8.7 LNA-analoger 
En LNA-analog er defineret som et nukleotid, der ligesom LNA-molekylet er låst i sin struktur 
og altså ligner LNA på dette punkt (Koch og Ørum, 2007 s.520). 
 
8.7.1 Amino-LNA 
På grund af sin aminogruppe (NH2) kan amino-LNA fungere som et forbindelsesled til hidtil 
ukendte muligheder for behandling med LNA, hvor det er muligt at kombinere LNAs høje 
affinitet med en biologisk ligand som for eksempel et hormon (Se figur 21A s.32)(Koch og 
Ørum, 2007, s.533).  
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Figur 21. (Koch og Ørum, 2007, s. 521) A: Amino-LNA. B: Alpha-LNA. 
 
8.7.2 Alpha-LNA 
Eftersom alpha-LNA har sin sukkerring på en anden og unaturlig måde i forhold til LNA, giver 
det ikke mening at definere den som enten S eller N-type (Se figur 21B). Når den derimod 
indgår i oligonukleotider, opfører den sig som en B-type, men dog uden at ændre de andre 
nukleotider. Den ændrer dog lidt ved phosphat-gruppens placering og tilføjer en høj affinitet 
overfor baser. Siden den antager B-type geometri, er den interessant, hvis man vil binde 
molekyler med denne struktur som f.eks. DNA (Koch og Ørum, 2007, s.531-532). Både amino- 
og alpha-LNA er stadig på forsøgsstadie og endnu ikke i kliniske forsøg. 
 
8.8 LNA, fra injektion til celle 
Da LNA i øjeblikket allerede er i kliniske forsøg i fase I/II ud af i alt 4 faser (Se appendix 2), vil 
vi se på hvordan LNA behandling ville fungere i praksis, hvis det viser sig at være et fremtidigt 
behandlingstilbud i Danmark. LNA kan gives umodificeret ved injektion in vivo, i blodet. ASO 
kommer fra den ekstracellulære væske og ind i cellen ved receptor medieret endocytose, det vil 
sige at ASO binder sig til et protein, som hjælper molekylet ind gennem cellens fedtmembran 
(Stenvang, 2007). Vi vil ikke gå mere i dybden med hvordan processen forløber, da der stadig er 
meget usikkerhed omkring det.  
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9 Cancer 
Vi har valgt at fokusere på LNA og ikke cancer. Derfor er dette afsnit med for at give et 
overordnet indblik i hvordan en celle udvikler sig til en cancercelle og hvordan denne skiller sig 
ud fra en normal celle. 
 
En tumor er en ophobning af cancerceller, som er et resultat af ukontrolleret deling af 
cancerceller (Foghsgaard et al., 2001, s.13). En malign tumor er, hvor cellerne ikke er normale 
og der er dannet en ondartet knude, grundet hyperplasi (græsk: hyper – over,  plasis – dannelse ), 
hvorimod i en benign tumor, er cellerne stadig normale, dog overudtrykt (Kæftens Bekæmpelse, 
2007d). 
 
Hvis de genetiske ændringer gør, at tumoren kan sprede sig til det underliggende væv, 
basalmembranen, er canceren blevet invasiv og svulsten ondartet. På denne måde kan canceren 
vokse ind i andre organer, fortrænge de raske celler og destruere deres funktioner. Dette kan ske 
ved at cancercellerne kan nå et blod- eller lymfekar og på den måde sprede sig til hele kroppen. 
Cancercellerne har en tilbøjelighed til at metastere (Græsk: omflytning) og etablere svulster 
andre steder end det sted, canceren opstod (Se figur 22)(Foghsgaard et al., 2001, s.7-8). 
 
 
 
 
Figur 22. (Kræftens bekæmpelse, 2007e). Her ses forskellen på cancer in situ (Latin: cancer på stedet), cancer, der 
ikke er vokset igennem det underliggende væv og invasiv cancer, der er vokset igennem det underliggende væv. Her 
har den invasive cancer spredt sig til et blodkar, og kan derfra metastasere til hele kroppen. 
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Hvis der sker en mutation, er det tit uden betydning, men hvis mutationen rammer genet nogle 
specielle steder, kan der ske en af to ting. Kontrollen af transkriptionen af genet forsvinder, og 
cellen overproducerer det vækststimulerende protein eller mutationen i genet kan bevirke et 
ændret protein. Begge former for mutation kan være årsag til cancer (Foghsgaard et al., 2001, 
s.33). 
 
Nogle cancer-celler bliver i stand til både at producere og modtage deres egne vækstfaktorer, 
hvilket gør at de kan dele sig uden at modtage vækstfaktorer fra andre celler (Foghsgaard et al., 
2001, s.33). Denne form for signal kaldes for autokrin signalering (Græsk: autos - selv)(Se figur 
23)(Foghsgaard et al., 2001, s.23).  
 
Figur 23. (Foghsgaard et al., 2001, s.33, redigeret). Her ses hvordan en normal celle udsender et vækstsignal til 
nabocellen, hvis receptor 
 
Andre cancerceller kan dele sig, uden at have fået besked på det. Receptoren sender konstant et 
signal ind i cellen om at dele sig, uden at have modtaget vækstfaktorer (Se figur 24)(Foghsgaard 
et al., 2001, s.33). 
 
 
Figur 24. (Foghsgaard et al., 2001, s.34, redigeret) Den normale celle modtager intet vækstsignal og deler sig derfor 
ikke. Cancercellen, derimod, sender vækstsignal, selvom den ikke har modtaget noget signal. 
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10 De fem cancerrelaterede proteiner og deres virkemåde 
Herunder følger en gennemgang af 5 proteiner, der har betydning i flere cancertyper, Bcl-2, Bcl-
xL, Survivin, p21Wafl1/Cip1 og østrogen receptor alpha (ERα ). Det er vigtigt at bestå betydningen 
af disse proteiner, for at kunne designe en LNA-sekvens, hvis funktion er, at hæmme proteinerne 
i at komme til udtryk og på denne måde forhindre udviklingen af canceren. 
 
De gener, der er involveret i apoptose (programmeret celledød.), cellevækst, metastasering 
(spredning med blodet) og angiogenese (fra græsk - angeion: blodkar og genesis: dannelse) er tit 
overudtrykt i ondartede tumorer (Jansen og Zangemeister-Wittke, 2002, s.672). 
 
10.1 Bcl-2 
Protein-familien som Bcl-2 er en del af, indeholder både proteiner, der er pro-apoptose og anti-
apoptose (Stenvang, 2003, s.25). Bcl-2, som hæmmer apoptose, virker ved at hæmme frigivelsen 
af apoptosefremmer Cytokrom C fra mitokondrierne.  
 
Cytokrom c frigives fra mitokondrierne og aktiverer en særlig gruppe proteiner, der består af 
proteaser, kaldet caspaserne. Proteaser er enzymer, der i aktiv tilstand spalter de proteiner, de 
kan kende (Foghsgaard et al., 2001, s.58). Når caspaserne aktiveres, spaltes en del af proteinerne 
og cellen vil dø. Mange af de proteiner, der spaltes er strukturelle enzymer, der sørger for at 
cellen har dens rummelige struktur og når disse proteiner spaltes, falder cellen sammen. Resten 
af de spaltede proteiner er enten enzymer eller hæmmere af enzymer (Foghsgaard et al., 2001, 
s.58). Ved spaltningen, mister hæmmerne deres funktion og kan ikke længere hæmme det 
enzym, de skulle. ICAD (Engelsk: Inhibitor of caspase-activated DNase – hæmmer af caspase-
aktiveret DNase) binder sig til CAD (Engelsk: Caspase-activated DNase) og CAD kan derfor 
ikke klippe cellens DNA i stykker, men når caspaserne aktiveres, klipper de ICAD i to stykker, 
og derfor kan ICAD ikke hæmme CAD, hvilket betyder at CAD kan bevæge sig ind i 
cellekernen og klippe DNA’et i stykker, således at cellen dør (Se figur 25 s.36)(Foghsgaard et 
al., 2001, s.58).  
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Figur 25. (Foghsgaard, 2001, s.57, redigeret). Illustrationen viser forskellige dødsignaler, der påvirker 
mitokondrien, der derfor udsender Cytokrom C. Cytokrom C aktiverer caspaserne, som herefter spalter 
strukturproteinerne, så cellen kollapser, samt spalter ICAD, der derfor ikke kan hæmme CAD. CAD forsætter ind i 
cellekernen og klipper DNA i stykker. Processen adskilt i det venstre hjørne af en stiblet linje foregår i cellekerne. 
Både spaltningen af strukturproteinerne og klipning af DNA fører til apoptose.  
 
Når frigivelsen af cytokrom C bliver hæmmet, kan det medvirke til cancer, da cellen, der burde 
begå selvmord, overlever og deler sig (Stenvang, 2003, s.25). Bcl-2 er overudtrykt i mange 
former for cancer og er mistænkt for at bidrage til resistens overfor kemoterapi (Foghsgaard et 
al., 2001, s.60). 
 
Bcl-2 antisense-forsøgsmedikament i kliniske forsøg er et 18 nukleotid-phosphorthioat, kaldet 
G3139 (Genasense) og er målrettet mod de første 6 kodoner i det menneskelige Bcl-2 mRNA-
kopi (Gleave og Monia, 2005, s.470). Flere pre-kliniske forsøg med mus har vist at G3139 som 
monoterapi eller i en kombination med kemoterapi kan fremme apoptose i tumor-cellerne, 
hæmme tumorvækst, bevirke tilbagegang eller elimination af tumoren og forøget overlevelsen 
blandt musene. Disse resultater er gældende for flere forskellige slags cancer bl.a. bryst-cancer 
(Stenvang, 2003, s.25). 
 
Flere forsøg viser at Bcl-2 er et godt antisense-mål i cancer-behandling for både maligne 
(ondartede) cancerceller, der er blevet spredt med blodet (hæmatogen spredning) og faste 
tumorer (Stenvang, 2003, s.25). Forsøg med patienter med fremskreden bryst-cancer har også 
vist lovende resultater med en kombination af G3139 og kemoterapi (Stenvang, 2003, s.27). 
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10.2 Bcl-xL 
Bcl-x mRNA kan blive delt op i to forskellige mRNA’er, Bcl-xS og Bcl-xL. Bcl-xS koder for et 
pro-apoptose protein og Bcl-xL koder for et anti-apoptose protein (Gleave og Monia, 2005, 
s.677). Da vi kigger på hvorfor cellen ikke dør, selvom den burde, er Bcl-xS irrelevant. Derfor 
koncentrerer vi os kun om Bcl-xL. 
 
Flere antisense-strategier er blevet brugt mod Bcl-xL. Den ene strategi går ud på at blokere Bcl-
xL mRNA’et ved hjælp af ASO (Stenvang, 2003 s.28) og reduktionen af Bcl-xL forøger 
apoptosen i flere tumorceller. Da Bcl-xL også er mistænkt for at bidrage til resistans overfor 
kemoterapi, vil reduktionen også bevirke at tumor-cellerne vil blive mere modtagelige overfor 
kemoterapi (Gleave og Monia, 2005, s.471).  
 
En anden fremgangsmåde er at designe et Bcl-x ASO til at få pre-mRNA splejsningen til at 
skifte fra at producere Bcl-xL til at producere Bcl-xS i stedet, der jo koder for et proapoptose-
protein (Jansen og Zangemeister-Wittke, 2002, s.677). Denne metode kaldes modificeret 
splejsning af mRNA og vil have samme effekt, som den forrige. 
 
Mange tumor-celler udtrykker både Bcl-2 og Bcl-xL og da mRNA’et for Bcl-2 og Bcl-xL har 
homogene områder, muliggør dette at designe ét ASO, der er målrettet på begge proteiner, i 
stedet for kun et (Jansen og Zangemeister-Wittke, 2002, s.677 ). 
 
10.3 Survivin 
Proteinet Survivin (Engelsk: survive - overleve) findes kun i celler, der deler sig, altså derfor 
også i cancer-celler (Foghsgaard et al., 2001, s.60) og hører til de apoptose-regulerende 
proteiner, der hæmmer apoptose (Stenvang, 2003 s.27). Survivin er fundet i alle de cancer-
tumorer, der har været undersøgt, uanset cancerform (Foghsgaard et al., 2001, s.60). 
 
Proteinet forhindrer apoptose ved direkte at binde sig til caspaserne, som derfor ikke kan ikke 
klippe DNA’et i stykker (Stenvang, 2003, s.27). Survivin er altså i stand til at stoppe apoptosen 
efter den er sat i gang. Dvs. at Bcl-2 virker på mitokondrierne før caspaserne bliver aktiveret, 
hvor Survivin virker efter caspaserne er aktiveret (Se figur 26 s.38) (Foghsgaard et al., 2001, 
s.60-61). 
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Figur 26. (Foghsgaard, 2001, s.61, redigeret). Mitokondrien modtager forskellige dødsignaler og frigiver Cytokrom 
C, der aktiverer caspaser. Survivin hæmmer caspaserne og caspaserne kan derfor ikke spalte ICAD og 
strukturproteinerne. Cellen undgår apoptose. 
 
Tilstedeværelsen af Survivin forhindrer apoptose i cancerceller og overlevelseschancerne bliver 
dårligere, jo højere Survivin-niveauet er. Forskning indikerer at Survivin er det fjerde mest 
almindelige gen, der er udtrykt ved cancer, men ikke i normalt væv (Gleave og Monia, 2005, 
s.474). 
 
10.4 p21Waf1/Cip1 
p21Waf1/Cip1, som vil blive henvist til som p21, er et protein, der kaldes for tumorsuppressor. Et 
tumorsuppressor protein hæmmer cellens vækst og forhindrer ukontrolleret cellevækst 
(Foghsgaard et al., 2001, s.110-112). Normalt er tilstedeværelsen af p21 ønsket i cancerceller, da 
p21 forhindrer cellerne i at dele sig, men der har været flere tilfælde, hvor det har vist sig at p21 
også kan opføre sig som et anti-apoptose-protein (Stenvang, 2003 s.28). 
 
p21 forhindrer cyclin-afhænging kinase (CDK – cyklin-dependent kinase). Kinaser er enzymer, 
der sætter en phosphatgruppe på et andet protein (Foghsgaard et al., 2001, s.31). Ved at hæmme 
CDK undertrykkes cellens deling (Stenvang, 2003 s.28).  
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10.5 Østrogen receptor α  
Østrogen receptor alpha (ERα ) er et af de mest centrale proteiner i hormonfølsom bryst-cancer 
(Stenvang, 2003, s.29), der også kaldes receptor positiv brystcancer. Nogle cancertumorer 
vokser hurtigere, når de påvirkes af det kvindelige kønshormon, østrogen (Kræftens 
bekæmpelse, 2005, s.14). Især cancerceller i bryst, blærehalskirtel og livmoderhals bliver 
påvirket af hormoner (Foghsgaard et al., 2001, s.11).  
 
11 Forsøgsresultater 
Vi har kigget på forskellige forsøgsresultater for at kunne konkludere, hvilken ASO-konstruktion 
der er mest effektiv i nedreguleringen af de fem cancerrelaterede proteiner, samt undersøge om 
kombinationsbehandling med f.eks. kemoterapi giver den mest effektive behandling. Afsnit 11.1 
og 11.5 er baseret på forsøg af Simões-Wüst et al., og afsnit 11.2-11.4 er på Stenvang, J. 2003, 
s.48, 68-72. 
 
11.1 Forsøg med Bcl-2 og Bcl-xL 
En schweizisk undersøgelse udarbejdet af Simões-Wüst et al. understøtter LNA’s effekt på 
humane cancerceller (in vitro). Forsøget er udført på bl.a. brystcancer MDA-MB-231, som er en 
brystcancercellelinie, der er østrogen-receptor negativ (ER-), hvilket resulterer i en cancertype, 
som ikke bliver hæmmet i vækst ved at hæmme østrogendannelsen (National Cancer Institute, 
2007). Derfor skal denne type rammes på en anden måde, f.eks. som følger. 
 
Når en cancercelle ikke er modtagelig for apoptose, er det ofte fordi antiapoptotiske proteiner, 
som Bcl-2 og Bcl-xL, forhindrer apoptose. De eksisterer enten sammen eller hver for sig, i 
varierende mængder i alle menneskelige cancersvulster (Simões-Wüst et al., 2004, s.6). 
 
Undersøgelsen beskæftiger sig primært med 2 gapmer-konstruktioner med phosphorthioater og 
LNA. De 2 konstruktioner kaldes henholdsvis 4625 og 5005, som er nummeret på den DNA-
region, som mRNA’en er replikeret fra (Stenvang, 2003, s.51). Gapmererne er derfor designet til 
at hybridisere med mRNA i forhold til den givne region på DNA’et. 
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Den mest effektive konstruktion kaldes 5005. Årsagerne til denne effektivitet er bl.a. at låses en 
nukleinsyre flyttes hybridiseringssmeltepunktet op med 10oC pr. modificeret nukleotid og 
dermed øges dets stabilitet (Petersen og Wengel, 2003, s.74-81). Desuden vil affiniteten hæves, 
hvilket kan reducere betydningen af evt. baseafvigelser i gapmerens sekvens (Simões-Wüst et 
al., 2004, s.8). Her menes afvigelser i antisense-sekvensen i forhold til sense-sekvensen, hvilket 
vil betyde at afvigelserne ikke vil hæmme succesraten af proteinnedtoningen. 
 
En anden, ikke lige så umiddelbar, fordel er at man kan syntetisere gapmerer, som har en tilpas 
mængde baseafvigelser til at kunne ramme mere end 1 region på DNA’et (Simões-Wüst et al., 
2004, s.8). Det er netop det som 5005 udnytter og derfor kan ramme både Bcl-xL og Bcl-2. For 
at undersøge i, hvor stor grad denne evne til at hybridisere, trods baseafvigelser, er udtalt testede 
Simões-Wüst et al.(2004) også 5005 og 4625 på andre proteiner. Dette er vigtigt i forhold til 
bivirkninger, da en for høj affinitet og for uspecifik baseparring vil hæve risikoen for også at 
hæmme andre proteiner. Som det ses af figur 27 var der ikke en betydelig effekt på andre 
proteiner end de ønskede (Simões-Wüst et al., 2004, s.4). 
 
Figur 27. (Simões-Wüst et al., 2004, s.4) Her ses effekten af antisense behandling med gapmerer 4625 og 5005 på 
proteinerne Bcl-2 og Bcl-xL og fire kontrol-proteiner. Der blev tilført 300 nM af de nævnte stoffer i 7 timer. De 
tynde pinde ovenpå søjlerne indikerer afvigelsen.  
 
5005 gapmeren som er en 20-mer, det vil sige med 20 nukleinsyrer, har følgende struktur: 5’-
AsAsGsGsCsAsTsCsCsCsAsGsCsCsTsCsCsGsTsT-3’, hvor de understregede er låste 
nukleinsyrer og s mellem baserne indikerer phosphorthioatbindinger. 4625 har samme sekvens, 
men med 2’-O-MOE (2’-O-Methoxyethyl) nukleinsyrer i stedet for LNA (Se figur 28 s. 41). 
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Figur 28. (Stenvang, 2003, s.13). 2’-O-(2-Methoxyethyl)-RNA (2’-O-MOE) 
 
5005 gapmeren med flankerende LNA viste sig at være langt mere effektiv overfor proteinet 
Bcl-xL end 4625 gapmeren. De lå tættere på hinanden, dog med ringere effektivitet overfor 
proteinet Bcl-2. Så noget tyder på at Bcl-xL er det bedste target med henblik på behandling. Den 
schweiziske gruppe vedholder dog, at kombinationen af effektivitet mod begge proteiner giver et 
bredere klinisk perspektiv og angiveligt vil styrke effekten (Simões-Wüst et al., 2004, s.1). Bcl-
xL og Bcl-2 findes nemlig ikke altid samtidig i cancersvulster og det antages Bcl-xL, i mange 
svulster, alene kan forhindre apoptose (Simões-Wüst et al., 2004, s.2). 
 
Figur 29 viser forsøgets måleresultater, udtrykt i immunoblot (en proteindetekteringsmetode), og 
det ses at 150 nM oligonukleotid 5005 har bedre effekt på proteinerne end 300 nM 4625: 
 
 
Figur 29. (Simões-Wüst et al., 2004, s.5). Effekt af 150 og 300 nM oligonukleotider 4625 og 5005 på proteiner Bcl-
2 og Bcl-xL i celler af brystcancertypen MDA-MB-231 i 6 timer. Yderligere med kontrolprotein, β -Actin og 300 
nM kontrol oligonukleotider 4626 og 5006. De lyseste markeringer viser mest effektivitet. 
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11.2 Forsøg med Survivin 
Da Survivin findes i de fleste typer cancer, og ikke i normale celler, er det et attraktivt mål at 
nedregulere Survivin ved hjælp af ASO. 2’-O-MOE/phosphorthioat-gapmeren blev 
sammenlignet med fuldt modificeret phosphorthioater og et oligonukleotid, hvor 2’-O-MOE var 
erstattet med LNA. Ved koncentrationer på 100 nM og 500 nM hæmmede det modificerede 
phosphorthioat-oligonukleotid ikke Survivin, hvorimod 2’-O-MOE/phosphorthioat-gapmeren 
resulterede i ikke-specifik nedregulation af Survivin. Ikke-specifik nedregulation betyder at 
gapmeren rammer andre targets, som ikke var meningen at nedregulerere. LNA/ phosphorthioat 
/LNA-gapmeren var ikke her i stand til at nedregulere Survivin.  
 
11.3 Forsøg med p21  
Forsøget gik ud på at finde den konstruktion, der virkede mest effektivt. Der blev designet 9 
forskellige konstruktioner. Tre forskellige LNA/DNA-mixmer og et bestående af LNA/PS. 
Derudover blev der lavet to LNA/phosphorthioat/LNA-gapmerer med henholdsvis et ”gap” på 6 
og 8, samt et fuldt modificeret LNA-oligonukleotid, en tailmer og en headmer. 
 
Først blev der undersøgt om phosphorthioat-ASO kunne hæmme p21 uden LNA, hvilket viste 
sig at være ret effektivt. Men da forsøget skulle undersøge LNAs effektivitet, fandt man forhold, 
hvor phosphorthioat-AS var knap så virkningsfuld, og fandt ud af at de to gapmerer var stærkt 
nedregulerende overfor p21. Den, der var mest effektiv af wingmerene, var tailmeren, som dog 
ikke var lige så virkningsfuld som gapmererne. Det fuldt modificerede LNA-oligonukleotid viste 
sig slet ikke at nedregulere p21. 
 
Da gapmererne var de eneste, der viste sig at være effektive nok, testede man disse med en 
lavere koncentration. Her viste det sig at gapmeren med et ”gap” på 8 nukleotider var mest 
virkningsfuld i forhold til den gapmer med et ”gap” på 6. Dermed konkluderede man at det var 
gapmeren med et ”gap” på 8 nukleotider der var den mest effektive i nedregulering af p21. 
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11.4 Forsøg med østrogen receptor α  
Baseret på resultaterne af forsøgene med p21, koncentrerede forsøgene sig kun om gapmer- og 
wingmer-designene. Der blev syntetiseret 4 forskellige gapmerer. Én bestod af et ”gap” på 7 
phosphorthioater, hvilket burde kunne aktivere RNase H. En anden gapmer havde også et ”gap” 
på 7, men her bestod ”gappet” af DNA. Herudover blev der designet en gapmer med et ”gap” på 
7, hvor phosphorthioater blev placeret i 5’ enden af pyrimidinerne. Dette bevirkede at antallet af 
phosphorthioater blev formindsket og derfor blev stabiliteten ikke forringet.  Den sidste gapmers 
”gap” var på 9 phosphorthioater med to LNA-nukleotider. Gapmererne blev undersøgt for om de 
var i stand til at nedregulere ERα , og ved hjælp af en analyse-metode kaldet Western-blotting 
(Western analysis), blev det demonstreret at alle 4 gapmer-designs var i stand til at hæmme 
ERα . 
 
Den gapmer, der var mest effektiv, viste sig at være den, der bestod af et ”gap” på 7 
phosphorthioater og den mindst effektive var den gapmer, hvis ”gap” bestod af DNA. Udover 
gapmererne, blev der også syntetiseret en headmer og en tailmer. Igen viste headmeren sig langt 
fra effektiv nok, hvorimod tailmeren stærkt nedregulerede ERα . Desuden blev der undersøgt 
om LNA/phosphorthioat/LNA-gapmeren er mere effektiv end kun phosphorthioat-ASO og her 
blev resultatet at LNA/phosphorthioat/LNA-gamperen nedregulerede ERα  med 60%, hvor 
phosphorthioat-ASO kun hæmmede 10%. Dermed konkluderedes at gapmeren igen viste sig at 
være den mest effektive, denne gang med et ”gap” på 7 phosphorthioater.  
 
11.5 Kombinationsbehandling 
En af vores første overvejelser var om man bør, eller kan drage fordel af at, kombinere 
antisensebehandling med nuværende behandlingsmetoder. Simões-Wüst et al. (2004) lavede, 
foruden deres forsøg med 5005 LNA-gapmeren som enkeltstående stof også, forsøg med den i 
en kombinationsbehandling med forskellige typer kemoterapi. Stofferne de testede med var 
blandt andet cisplatin, paclitaxel og doxorubicin. Stofferne er anderledes i deres virkemåde, 
hvilket giver forskellige resultater i kombinationsbehandling med LNA. 
 
”Cisplatin virker i kræftcellerne ved at binde sig til cellens arvemateriale (DNA). Når cisplatin 
er bundet til cellens DNA, hæmmer det cellens funktion, og den går til grunde. Herudover virker 
cisplatin ved på ukendt måde at fremkalde det, man kalder ’programmeret celledød’. Det 
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betyder, at stoffet sætter en række processer i gang, som fører til, at cellen dør.” (Kræftens 
bekæmpelse, 2007f). 
 
Paclitaxel er en type cellegift, der kan bruges til behandling af brystcancer og den bliver ofte 
brugt i kombination med andre typer cellegift (Kræftens bekæmpelse, 2007c). 
”Paclitaxel binder sig til de såkaldte tentråde i cellerne. Tentrådene er bl.a. vigtige for, at cellen 
kan dele sig. Ved at binde sig til tentrådene hæmmer paclitaxel cancercellens evne til at dele sig. 
Stoffets binding til tentrådene fører også til, at celler, der er i fasen mellem to celledelinger, 
dør.” (Kræftens bekæmpelse, 2007c). 
 
Doxorubicin har som Cisplatin indflydelse ved påvirkning af DNA. ”Doxorubicin er forbundet 
med stoffets evne til kompleksdannelse med DNA. Denne egenskab resulterer i hæmning af det 
enzymsystem, som er nødvendigt for DNA-replikation og DNA-transkription.”(Lægemiddel 
Styrelsen, 2005, s.7). 
 
Det ses på figur 30, at kombinationsbehandling vil have fordele. 5005 kan som enkeltstående 
stof nedsætte cellernes levedygtighed til under 50%, men kan kombineret med paclitaxel-baseret 
kemoterapi øge effekten væsentligt (Simões-Wüst et al., 2004, s.5).  
 
Figur 30. (Simões-Wüst et al., 2004, s.7). De 2 mest effektive kemoterapistoffer mod brystcancer MDA-MB-231 I 
kombinationsbehandling med gapmer 4625 og 5005 plus deres kontrol gapmerer 4626 og 5006. Der blev tilsat 100 
nM oligonukleotider i 6 timer og efterfølgende 66 timers kemoterapi. 
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12 Nuværende behandlingsmetoder og deres bivirkninger 
For at kunne sammenligne de nuværende behandlingsmetoder og bivirkningerne ved disse med 
behandlingen med LNA, følger en redegørelse af de mest anvendte behandlingsmetoder i dag og 
de hyppigste forekommende bivirkninger. Dette er relevant, for vores vurdering af LNA som et 
bedre alternativ end de behandlinger, der tilbydes i dag. 
 
Der findes i dag en række forskellige behandlingsmetoder mod brystcancer, der bliver tilbudt 
som enkelt behandlinger eller som kombinationsbehandlinger. De nuværende behandlinger har 
dog visse risici og medfører mærkbare bivirkninger, som i sidste ende ikke opvejer 
behandlingen, da helbredelse ikke er en garanti.  
 
12.1 Kemoterapi 
Kemoterapi er en form for medicinsk behandling, som består af celledræbende stoffer, også 
kaldet cytostatika (Cyto = celle, statikos = standsning) (Foghsgaard et al., 2001, s.10).  
 
Kemo kommer rundt i hele kroppen og kan derfor behandle cancer, der er metastaseret, men 
også cancer, der naturligt spreder sig i hele kroppen, såsom leukæmi (cancer i de hvide 
blodceller). Kemo rammer især celler, der deler sig, og kan ikke skelne mellem cancerceller og 
raske celler. Derfor påvirker kemoen også raske celler, der deler sig ofte, som f.eks. hår- og 
knoglemarvsceller. Kemoterapi har en god effekt på bryst-cancer (Foghsgaard et al., 2001, s.10). 
 
Figur 31. (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.15). En kvinde får kemoterapi. 
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Nogle af de mest normale bivirkninger er træthed, manglende appetit, kvalme, svimmelhed og 
diarré. Disse bivirkninger varer normalt kun nogle døgn (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.14). Der 
er dog kommet bedre medicin, der gives i samspil med kemobehandling, hvorved kvalmen 
nedsættes (Foghsgaard et al., 2001, s.10). Ved visse typer kemoterapi opleves hårtab, men efter 
behandlingen slutter, vil håret vokse ud igen (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.14). Behandlingen 
kan stoppe menstruationerne, men de kan vende tilbage, når behandlingen er slut. Hvis patienten 
er tæt på overgangsalderen, vil denne muligvis ikke få menstruation igen. Hvis menstruationen 
udebliver, er patienten gået i overgangsalderen tidligere, end denne ville under normale 
omstændigheder, grundet kemoterapien (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.14). En af de sene 
bivirkninger, er risikoen for ikke at kunne få børn (Foghsgaard et al., 2001, s.10). 
 
Kemoterapi tilbydes kun kvinder før overgangsalderen, samt kvinder, der har en ikke-
hormonfølsom brystcancer, kaldet receptor-negativ brystcancer (Kræftens bekæmpelse, 2005, 
s.14).  
 
12.2 Anti-hormonbehandling 
Anti-hormonbehandling er en medicinsk behandling af den cancertype, der kaldes receptor-
positiv brystcancer (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.14). Nogle cancer-celler vokser hurtigere end 
andre, fordi de bliver påvirket af det kvindelige kønshormon, østrogen (Foghsgaard et al., 2001, 
s.11). Der er to typer inden for anti-hormonbehandling: Tamoxifien og aromatasehæmmer 
(Kræftens bekæmpelse, 2005, s.14). 
 
Tamoxifien binder sig til de samme receptorer i cancercellerne som østrogen, uden at tamoxifien 
udløser vækst. Tamoxifien blokerer således for østrogen, som derfor ikke kan binde sig og 
væksten af hormonfølsomme brysttumorer blokeres. Ved brug af tamoxifien, oplever patienten 
bivirkninger, der svarer lidt til at komme i overgangsalderen (Foghsgaard et al., 2001, s.11). 
”Bivirkninger ved behandling med tamoxifen kan være hedeture, menstruationslignende 
blødning, udflåd, kløe i skridtet, tørre slimhinder i skeden og let udtynding af håret. I sjældne 
tilfælde kan tamoxifen give årebetændelse og blodpropper.” (Kræftens bekæmpelse, 2007b). 
 
Efter flere års behandling med tamoxifien, er patientens risiko for at få livmoderhalscancer øget 
og risikoen er den samme som for de kvinder, der har taget hormoner efter de er kommet i 
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overgangsalderen (Kræftens bekæmpelse, 2007b). En langvarig behandling med tamoxifien kan 
resultere i resistens (Kim et al., 2007, s.1290-1300). 
 
En anden behandlingsmulighed er brug af aromatasehæmmere. Aromatase omdanner androgen 
til østrogen. Androgen dannes i binyrerne og når aromatase hæmmes, bliver androgen ikke 
omdannet til østrogen, og derved hæmmes væksten af hormonfølsom brystcancer (Kræftens 
bekæmpelse, 2005, s.15).  Aromatasehæmmere tilbydes kun til kvinder, der har været i 
overgangsalderen, da æggestokkenes østrogenproduktion ikke kan undertrykkes hos kvinder før 
overgangsalderen (præmenopausale) af aromatasehæmmere (Kræftens bekæmpelse, 2007a). 
” Bivirkningerne kan være hedeture, muskel-og ledsmerter, kløe i skridtet, tørre slimhinder i 
skeden og let udtynding af håret. Af og til oplever nogle kvinder træthed, hovedpine, 
svimmelhed, kvalme og udslæt.” (Kræftens bekæmpelse, 2007a). 
 
Behandlingen med anti-hormonbehandling kombinerer ofte begge stoffer. Først 2½ år med 
tamoxifien og så 2 ½ år med aromatasehæmmere. Begge stoffer mindsker risikoen for at få 
cancer i det andet bryst (Kræftens bekæmpelse, 2007a). 
 
12.3 Kirurgi 
Kirurgi er et tilbud, de fleste patienter får. Ved de fleste cancertyper er en operation den bedste 
form for behandling. Hvis patienten har en afgrænset cancertumor, der ikke har metastaseret, kan 
canceren kureres ved en operation. Hvis canceren er metastaseret, skal operationen kombineres 
med f.eks. kemoterapi. Sidder cancertumoren i eller ved livsvigtige organer, er operation ikke en 
mulighed (Foghsgaard et al., 2001, s.10). Kun i ganske få tilfælde, undlader man at operere og 
dette kan skyldes at lægen ikke mener kvinden er stærk nok til at kunne gennemgå operationen 
eller at kvinden ikke ønsker denne. Der findes to operationer, fjernelse af brystet, kaldet 
mastektomi og brystbevarende operation, kaldet lumpektomi (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.9). 
 
Den operation, der er mest almindelig, er fjernelse af brystet samt en del af lymfeknuderne i 
armhulerne, det vil side en mastektomi. Bivirkninger ved denne operation kan være fantom-
fornemmelser i det fjernede bryst og hævelse af armen. Nogle patienter føler også stik, jag og 
nedsat følelse i området omkring arret og indersiden af overarmen (Kræftens bekæmpelse, 2005, 
s.9). 
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Figur 32. (Bröstcancerföreningen Amazona, 2007). En kvinde, der har fået foretaget en mastektomi. 
 
Lumpektomi bliver tilbudt til mere end 1/3 af patienterne. Ved denne operation bliver kun 
cancerknuden og det raske omkringliggende væv, samt lymfeknuderne i armhulen fjernet. Hvis 
lumpektomien bliver efterfulgt af strålebehandling, er dette lige så effektivt, som hvis hele 
brystet var blevet fjernet (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.9-10). 
 
Om denne form for operation tilbydes, kommer an på størrelsen af brystet og tumorens type, 
størrelse og placering. Jo hurtigere tumoren opdages, jo større er muligheden for at få tilbudt en 
lumpektomi. Fortages en lumpektomi, skal der opfølges med strålebehandling (Kræftens 
bekæmpelse, 2005, s.9-10). 
 
12.4 Strålebehandling 
Strålebehandling er et behandlingstilbud, der gives efter en vurdering der er afhængig af 
resultatet af operationen, alderen og risikoen for at canceren vender tilbage (Kræftens 
bekæmpelse, 2005, s.12). Strålebehandlingen er også et alternativ, hvis det er for sent at operere 
og bliver tit brugt efter en brystbevarende operation, for at være sikker på at der ikke er flere 
cancerceller tilbage (Foghsgaard et al., 2001, s.10). 
 
Strålebehandling er en lokal behandling og strålerne der benyttes er røntgenstråler, der 
ødelægger cancercellerne (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.12). Strålebehandlingen virker på 
tumoren og det omkringliggende væv, samt på metastaser. Rask væv heler bedre end cancervæv 
efter strålebehandlingen, og det betyder at det er muligt at behandle spredte cancerceller, der 
sidder steder, hvor det ikke er muligt at operere (Foghsgaard et al., 2001, s.10). 
 
De tidlige bivirkninger består af svie og rødme af huden og i nogle tilfælde kan en bivirkning 
være blæredannelse (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.12). På grund af skader på celler, der deler 
sig hurtigt, som f.eks. hår -, knoglemarvs- og tarmceller, kan bivirkningerne være hårtab, 
blodmangel og diarre, alt efter hvilke celler, der bliver berørt (Foghsgaard et al., 2001, s.10). 
LNA til behandling af Cancer mammae 
49 - 66 
Hvis patienten får strålebehandling efter en lumpektomi, kan brystet blive ømt og hævet under 
behandlingen (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.12). 
 
De sene bivirkninger består i at den normale ældning af huden indtræffer hurtigere end normalt, 
huden kan blive lidt mørkere, tyndere og blodkarrene i huden kan fremstå tydeligere og vævet 
under huden lidt mere fast (Kræftens bekæmpelse, 2005, s.12). Der kan også komme alvorlige 
komplikationer i vigtige organer, grundet dannelse af arvæv i det behandlede område 
(Foghsgaard et al., 2001, s.10). 
 
13 Bivirkninger 
I et forsøg med mus, blev LNA anvendt som behandlingsmiddel til at hæmme tumorer. Musene 
blev først sprøjtet med tumorceller og fik en uge efter et ryg-implantat med en osmotisk 
minipumpe, indeholdte oligonukleotider, der blev frigivet kontinuerligt. To typer af 
oligonukleotider blev benyttet til undersøgelsen, henholdsvis LNA-oligonukleotider lænket 
sammen af phosphordiester bindinger (LNA PO ODN) og DNA antisense-oligonukleotider med 
phosphortioater (PS DNA ODN) (Fluiter et al., 2003, s.956). LNA PO ODN viste sig at blive 
udskilt via urinen 4 gange hurtigere end PS DNA ODN. Desuden var det totale optag i de store 
væv meget lavt i forhold til PS DNA ODN. Omvendt havde PS DNA ODN en højere galde 
udskillelse, som dog er en mindre udskillelses vej sammenlignet med den urinale (Fluiter et al., 
2003, s.957). Effekten af oligonukleotider på leveren og nyrerne blev også undersøgt. Herved 
fandt man enzymerne aspartat aminotransferase, ASAT og alanin aminotransferase, ALAT, fra 
leveren (Fluiter et al., 2003, s.955). 
 
13.1 ALAT 
Alanin aminotransferase – ALAT – som tidligere gik under betegnelsen GPT, er et enzym der 
findes i en celletype i leveren, kaldet hepatocyter (Stenvang, 2007). Hepatocytter nedbryder og 
opmagasinerer en række stoffer, og er også ansvarlige for dannelsen samt udskillelsen af galde 
(Rasmussen, 2005, s.329). Ved beskadigelse af cellevævet, frigives ALAT i blodet, hvor det 
bliver målt. Koncentrationen af ALAT i kroppen er forhøjet ved bl.a. levercelleskader. 
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13.2 ASAT 
Aspartat aminotransferase – ASAT, hvis tidligere betegnelse var GOT, er ligeledes et enzym, 
men forbindes med lever parenchyma-celler. Parenchyma er grundvævet i et givet organ 
(Rasmussen, 2005, s.497). ASATs koncentration i blodet er bl.a. forhøjet ved sygdomme, der 
forårsager celleskader i bl.a. leveren, idet enzymet frigives ved akutte leverskader. Dog findes 
det også i røde blodceller, samt hjertet og muskler, der hæfter på knogler og er derfor ikke et 
specifikt leverenzym (Stenvang, 2007). 
 
13.3 Toksicitet af LNA PO ODN i leveren 
Musene fik henholdsvis 5, 2,5 og 1mg/kg/dag. ASAT og ALAT koncentrationen måltes efter 
den 14 dage lange behandling, og disse viste, at ved en koncentration på 5mg/kg, er der sket en 
forøgelse af både ASAT og ALAT, hvilket indikerer en mindre skade på leveren ved denne 
dosis. Ved de to andre koncentrationer er der dog ikke nogen bemærkelsesværdig forøgelse af 
mængden af ASAT og ALAT (Fluiter et al., 2003, s.958). 
 
Under behandlingen måltes musenes kropstemperatur, og den ændrede sig ikke på noget 
tidspunkt. Vævsprøver af leveren og nyrerne viste ingen tegn på skade, som et resultat af den 14 
dage lange periode, som behandlingen strakte sig over (Fluiter et al., 2003, s.958). Ved fortsat 
behandling med LNA PO ODN ser det ud som om, at der kun er et mindre toksicitetsproblem 
ved en koncentration, som er et stykke over, hvad man ville regne for den optimale dosering 
(Fluiter et al., 2003, s.958). Forsøget viser at LNA PO ODN’er er potent genspecifik medicin, 
som kan hæmme tumorvæksten. Andre forsøg har vist at der ved behandling hvor LNA indgår, 
kan forekomme tegn på træthed (Stenvang, 2007). 
 
14 Diskussion 
Vi har valgt at dele vores diskussion op, således at vi diskuterer de forskellige aspekter hver for 
sig. Hvilken oligonukleotid-konstruktion der er bedst, hvilket target der er bedst og de 
nuværende bivirkninger overfor LNA, samt de økonomiske aspekter.  
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14.1 Oligonukleotid-konstruktioner 
Når man skal designe et antisense-oligonukleotid indeholdende LNA, er der adskillige faktorer, 
der skal tages hensyn til.  
 
Et oligonukleotid, der kun består af LNA-modificerede nukleotider kunne synes at være den 
bedste løsning på grund af LNAs ekstra høje affinitet for komplementær mRNA. Der er dog 
væsentlige problemer ved dette design. LNA kan ikke i sig selv rekruttere Rnase H til at spalte 
mRNA, hvilket i en række forsøg har vist sig at være den væsentligste antisense-virkemåde. 
Derudover vil LNA netop på grund af den høje affinitet have mulighed for at hybridisere med 
mRNA på trods af baseafvigelser. Derved kan der opstå utilsigtede påvirkninger af andre 
proteiner og dermed potentielt store bivirkninger. For at undgå dette problem er det altså 
nødvendigt at kombinere LNA med RNA, enkeltstrenget DNA eller andre modificerede 
nukleotider. Der findes en række forskellige sådanne design af oligonukleotider og i vores teori 
beskriver vi 5 af dem. 
 
Gapmer-designet har i praksis vist sig at være det mest effektive i antisense-terapi. På grund af 
LNAs ekstra høje affinitet behøves der ikke specielt mange LNA-modificerede nukleotider, for 
at opnå en tilstrækkelig høj grad af hybridisering. Samtidig vil der dog skulle være mindst to 
nukleotider med LNA-modifikation i enderne for at undgå spaltning af exonucleaser. Af denne 
grund vil head- og tailmer have en ende, der er mere udsat for spaltning. Mixmer-designet kan 
syntetiseres med to LNA-nukleotider, men er upraktiske i antisense-sammenhæng, da der kræves 
8-9 sammenhængende nukleotider uden LNA-modificering for at kunne rekruttere RNase H. En 
gapmer med mindst to LNA-nukleotider i begge ender vil kunne opnå både at blive bedre 
beskyttet mod spaltning, samt have et ”gap” på 8-9 nukleotider og således kunne rekruttere 
RNase H. I forsøg med p21, Survivin og ERα  viste gapmer-konstruktionen sig som den der 
bedst hæmmede disse. I Survivins tilfælde var det dog kun ikke-specifik nedregulering. Fuldt 
modificerede LNA-oligonukleotider viste sig slet ikke at kunne nedregulere p21. 
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14.2 Valg af target-region 
Gapmer-designet, med LNA i starten og slutningen af oligonukleotidet, viser sig generelt at være 
en løsning på mange af de problemer, som antisense-teknologien er løbet ind i. Det ses både i 
Simões-Wüst et al. (2004) og Stenvang (2003). Ifølge begge kilder står det klart at en gapmer 
bygget op af 4 LNA-modificerede nukleotider i hver ende og 12 nukleotider uden modifikationer 
af sukkerringen imellem, og med phosphorthioat-binding mellem samtlige nukleotider, vil være 
et effektivt design. Den specifikke basesekvens af antisense-oligonukleotidet, og dermed hvilken 
del af mRNA, der er target, kan være forskellige. Både Simões-Wüst et al. (2004) og Stenvang 
(2003) undersøger nedregulering af Bcl-2 og Bcl-xL via RNase H antisense-virkemåde, men har 
valgt at fokusere på forskellige targets. Simões-Wüst et al. (2004) benytter et antisense-
oligonukleotid, der har target i regionen 5005 på mRNA og Stenvang benytter et, der har target i 
G3139. Valget af target-region er af afgørende betydning, da det bestemmer den specifikke 
basesekvens, men har også betydning for affiniteten, på grund af mRNAs sammenkrøllede 
struktur. Strukturen forhindrer hybridisering på dele af mRNA’et, hvilket komplicerer valget af 
target-sekvens. Valg af target-sekvens kan ikke beregnes, men må efterprøves eksperimentielt. 
 
Selvom der er uenighed omkring hvilken region der vil fungere som det optimale target, er der 
enighed omkring at gapmeren rent praktisk vil fungere bedst, da sammensætningen af LNA og 
phosphorthioater, er beskyttet mod spaltning og gapmeren har vist sig at være effektiv til at 
rekruttere RNase H. Derfor er det kun relevant at kigge på LNA-gapmer, da det højst sandsynligt 
er denne, der kommer i produktion. 
 
14.3 Bivirkninger 
Vi har under projektskrivningen studeret forsøg omkring LNA-gapmeren som behandling, samt 
hvilke eventuelle bivirkninger, der er ved brugen af denne metode. 
 
Som gennemgået i teorien, er der ud fra de forsøg, der er blevet lavet med LNA-behandling til 
mus, blevet påvist at behandling med LNA stort set er bivirkningsfri.  
Et forsøg med LNA-phosphorthioat gapmerer, har vist at for høje doser, giver mindre 
leverskader. Set fra et behandlingssynspunkt, får det dog ingen konsekvenser, da de doser man 
har påtænkt at behandle med, ikke har vist tegn på leverskader. Der er nogle forsøg der har vist 
tegn på træthed ved behandling hvor LNA indgår. 
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Man kunne tænke sig, at LNA kunne indgå som en del af en kombinationsbehandling med f.eks. 
kemoterapi. Da LNA kun går ind og hæmmer tumoren i at udvikle sig, vil tumoren stadig være i 
kroppen, og da målet er at fjerne canceren helt, kan man kombinere behandlingen med f.eks. 
kemoterapi. I samspil med LNA, vil kun en mindre mængde behandling med kemoterapi være 
påkrævet, og dermed vil færre normale celler blive beskadiget, hvorved bivirkningerne bliver 
færre og mildere. En kombinations-behandling vil også betyde, at der skal bruges en mindre 
mængde LNA, og derfor vil prisen for behandlingen sandsynligvis falde. For patienter med 
tumorer siddende tæt på eller i livsvigtige organer, vil prognosen se bedre ud, hvis man kan 
kombinere LNA med kemoterapi. Det nuværende tilbud for disse patienter, er kun kemoterapi, 
da man ikke kan operere, fordi det er for risikabelt. 
 
Det positive ved en behandling hvor LNA indgår, er i modsætning til de metoder der bruges i 
dag, at den garanterer hæmning af cancer, fordi den foregår på cellulært plan og er specifikt 
rettet mod bestemte gener. Dette betyder at LNA kun påvirker cancercellerne, og ikke andre 
steder i kroppen, som f.eks. kemoterapi og anti-hormonbehandling gør. 
 
Ved de nuværende behandlinger, kan overgangsalderen indtræffe tidligere end ellers, fordi nogle 
af behandlingerne fremprovokerer hormonelle forstyrrelser i kroppen. Behandling med LNA 
forårsager ikke sådanne forstyrrelser. Den eneste mærkbare bivirkning er træthed. Da de 
nuværende bivirkninger ved de eksisterende behandlinger mod brystcancer i mange tilfælde er 
nedsættende for livskvaliteten, vil de eventuelle bivirkninger, der kan forekomme ved en 
behandling hvor LNA indgår, være overkommelige og stort set uden betydning. 
 
Altså vil en behandling med LNA, eventuelt som kombinationsbehandling med en af de 
behandlingsmetoder, der benyttes i dag være den optimale behandling til patienter med 
brystcancer, og en fremgang indenfor den medicinske udvikling, da man hermed vil være nået et 
skridt tættere på med sikkerhed at kunne helbrede cancer. 
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14.4 Økonomi 
Da LNA vil være at foretrække for mange patienter med brystcancer, fordi en behandling hvori 
LNA indgår, vil være mere effektiv og dermed kortere, end de behandlinger der står til rådighed 
i dag, er det relevant at diskutere hvorvidt en sådan behandling vil være økonomisk mulig. Man 
ved ikke hvad prisen på en behandling med LNA vil blive, men det kunne antages at denne er 
højere, end prisen for de nuværende behandlingsmetoder. Økonomien vil ikke være en barriere, 
da det på længere sigt er billigere og mere fordelagtigt for samfundet, at have den mest effektive 
behandling, trods prisen. 
  
De kvinder der i dag får tilbudt mastektomi, vil med LNA kunne blive helbredt, uden at miste 
deres bryst. Tit er det også et psykologisk problem, idet mange kvinder føler de mister noget af 
deres kvindelighed, når de får fjernet deres bryst. Derfor får kvinder efterfølgende tilbudt 
psykolog-hjælp, da det kan være svært at komme videre. Denne udgift vil delvist kunne undgås, 
hvis man kan helbrede med LNA. 
 
Hvis LNA viser sig at være den mest effektive behandlingsmetode for brystcancer, vil det også 
betyde at patienterne hurtigere bliver helbredt og derved ikke optager sengepladser. De kan 
hurtigere komme ud på arbejdsmarkedet igen. Uanset prisen på behandlingen med LNA, vil den 
blive udbudt offentligt, hvis den viser sig at være den mest helbredende og effektive behandling 
på markedet (Stenvang, 2007). Det kan bedre betale sig for samfundet at benytte en dyr 
behandling, der helbreder, frem for en billigere behandling, der ikke er lige så effektiv. 
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15 Konklusion 
Et oligonukleotid, der udelukkende består af LNA-nukleotider, er ikke en mulighed i behandling 
af Cancer mammae, da den blokering, der opnås ikke er effektiv nok. 
 
Det har vist sig at gapmeren generelt er den bedste ASO-konstruktion, til at hæmme 
proteinsyntesen. Til denne konstruktion er en gapmer med mindst to LNA-nukleotider i hver 
ende og et ”gap” på mindst 8 phosphorthioater den mest effektive. Denne gapmer har en høj 
affinitet, er stabil og er ved hybridisering med mRNA i stand til at rekruttere RNase H. Netop 
rekrutteringen af RNase H har vist sig at være den mest effektive virkemåde, af dem vi har 
undersøgt, fordi enzymet nedbryder mRNA, men ikke gapmeren, som derfor kan bruges igen. 
Yderligere viste det sig at gapmeren med et ”gap” på 8-9 phosphorthioater kunne hæmme 
proteinerne Bcl-2, Bcl-xL og p21, som gør sig gældende i Cancer mammae. Fordelene ved 
gapmeren giver den potentiale til at blive et led i fremtidig behandling af Cancer mammae. 
Behandling med gapmeren kan dog ikke stå alene, men bør kombineres med f.eks. kemoterapi, 
da gapmeren kun hæmmer cancerens udvikling, men ikke helbreder. 
 
Gapmeren som behandlingsmiddel har i forsøg ikke vist mærkbare bivirkninger. Forsøg med 
mus viste at gapmeren ikke er toksisk, dog kan patienten opleve træthed og ved høje doser ses 
aktiverede leverenzymer forårsaget af phosphorthioat-bindingerne. Flere af bivirkningerne ved 
de nuværende behandlingsmetoder for Cancer mammae er markant større, end ovennævnte 
bivirkninger forårsaget af gapmeren. Man skal dog tage i betragtning at bivirkningerne ved den 
behandling gapmeren kombineres med stadig vil forekomme. Disse kan opvejes af en højere 
effektivitet ved behandlingen, desuden at tumoren hæmmes i vækst ved behandling med LNA 
men ikke under behandling med kemoterapi, så det derfor kun er de allerede eksisterende 
cancerceller, der skal dræbes og derfor er det kun nødvendigt med en mindre mængde 
cytostatika. 
 
Den mest effektive behandling vil altid blive udbudt i den offentlige sektor såfremt prisen ikke 
overstiger fordelene ved behandlingen og da fordelene ved en effektiv og helbredende 
behandling af cancer er mange, skal der en meget høj pris til før behandlingen ikke vil blive 
udbudt. 
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16 Perspektivering 
Princippet i behandling med antisenselægemidler virker umiddelbart som en effektiv behandling 
af sygdomme opstået ved genfejl. Selvom kliniske tests med brugen af LNA-gapmer er nået til 
fase I/II, er der stadig lang vej før behandlingen vil blive realiseret. Hvis de igangværende 
kliniske tests ikke dokumenterer mærkbare bivirkninger, vil behandlingen blive udbudt.  
 
I fremtiden vil denne behandlingsmetode kunne blive den optimale løsning på de mange 
problemer med bivirkninger, der er ved de eksisterende behandlinger. Samtidig kan en 
forbedring af LNA-gapmeren eller andre oligonukleotid-konstruktioner samt forbedringer af 
forståelsen for de menneskelige gener og deres mekanismer på molekylært niveau, resultere i 
mulige løsninger på andre sygdomme. 
 
I de hidtidige forsøg har der primært været fokuseret på akutte bivirkninger, og disse forsøg er 
foretaget over kort tid. 
 
I den nærmeste fremtid vil det være interessant at undersøge bivirkninger ved en længerevarende 
behandling med LNA, da man regner med at behandle med forholdsvis små doser.  
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18 Appendix 
18.1 Appendix 1 
3’.............................................................Enden, hvorpå der er en fri OH-gruppe 
5’.............................................................Enden, hvorpå der sidder en fri phosphat-gruppe. 
A: ............................................................Se adenin. 
Adenin:....................................................Nukleobase, der findes i nukleotider f.eks. i både DNA 
og RNA. 
Affinitet:..................................................Bindingsstyrke. 
Alanin aminotransferase: ........................Tidligere GOT. Et enzym, der findes i en celletype i 
leveren og frigives ud i blodet ved leverskade.  
ALAT:.....................................................Forkortelse for alanin aminotransferae. 
Angiogenese:...........................................Nye blodkardannelser. (Græsk: angeion: blodkar og 
genesis: dannelse). 
Antisense:................................................Genspecifikt. 
Apoptose: ................................................Programmeret celledød. 
ASAT: .....................................................Forkortelse for aspartat aminotransferase. 
ASO: .......................................................Forkortelse for antisense-oligonukleotid. 
Aspartat aminotransferase:......................Tidligere GPT. Et enzym, der forbindes med leverceller 
og frigives ved akutte leverskader. Findes også i bl.a. 
røde blodceller. 
Autokrin signalering: ..............................Cellen er i stand til at både producere og modtage sit 
eget vækstsignal. (Græsk; Autos: selv). 
Bcl-2: ......................................................Protein, der kan bremse apoptose, ved at forhindre 
cytokrom C’s frigivelse fra mitokondrierne. 
Bcl-xL: ....................................................Et protein, der koder for anti-apoptose. 
C: ............................................................Se cytosin. 
CAD: .......................................................Forkortelse for Caspase-aktivated DNase. 
Cancer Mammae: ....................................Brystkræft. 
Caspase-activated DNase:.......................Spalter DNA under apoptose. 
Caspaser: .................................................En gruppe proteaser, enzymer, der indgår i apoptose. 
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Cisplatin ..................................................Et cytostatika. 
Cytoplasma: ............................................Alt i cellen uden for kernen. (Græsk; kytos: hulrum + 
plasma: det formede). 
Cytosin: ...................................................Nukleobase, der findes i nukleotider f.eks. i både DNA 
og RNA. 
Cytostatika: .............................................Cellegift, som bruges i forbindelse med kemoterapi 
(Græsk; Cyto: celle, statikos: standsning). 
Doxorubicin:...........................................Et cytostatika. 
Duplex:....................................................Dobbelt-strenget molekyle. 
Endonuclease:.........................................Enzym, der nedbryder oligonukleotider ved at starte 
midt på oligonukleotidet med at nedbryde 
phosphatgruppen mellem nukleotider. 
ERα : ......................................................Protein i hormon-følsom cancer. 
Exons: .....................................................Kodende DNA-sekvenser. 
Exonuclease: ...........................................Enzym, der nedbryder oligonukleotider fra enderne ved 
at spalte phosphatgruppen mellem nukleotiderne en af 
gangen. 
Fase I: ...................................................Forsøg i fase I skal undersøge, hvordan lægemidlet 
virker i menneskekroppen. Man begynder med en lille 
dosis, som gradvist kan øges. Se appendix 2 
Fase II: ....................................................Lægemidlet testes på patienter med sygdommen. Se 
appendix 2. 
Fuldt modificeret LNA: ..........................Oligonukleotid bestående kun af LNA. 
Fysiologiske forhold: ..............................Forhold svarende til menneskekroppen.  
G:............................................................Se guanin. 
G3139:.....................................................Se Genasense. 
Gapmer:...................................................En oligonukleotid-konstruktion, hvor LNA sidder i 
enderne. 
Genasense: ..............................................Bcl-2 antisense forsøgsmedikament, kaldet G3139, der 
består af 18 nukleotid- phosphorthioat og er målrettet 
mod de første 6 kodoner. 
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Guanin:....................................................Nukleobase, der findes i nukleotider f.eks. i både DNA 
og RNA. 
Headmer: ................................................En oligonukleotid-konstruktion, hvor LNA sidder i 5’ 
enden. 
Heteroduplex:..........................................Kompleks af mRNA og antisense-oligonukleotidet. 
Hoogsteens binding:................................En type binding mellem basepar. Kan forekomme i 
trippelhelix. 
Hybridisering: .........................................En krydsning af forskellige elementer. 
Hyperplasi:..............................................Overproduktion (Græsk; hyper: over + plasis: 
dannelse). 
Hæmatogen: ............................................Spredning via blodet. 
ICAD: .....................................................Forkortelse for Inhibitor of caspase-activated DNase 
In situ: .....................................................På stedet (latin; in i, på + situs beliggenhed). 
In vitro:.................................................... I reagensglas (latin; in: i el. på + vitrum: glas). 
In vivo: ....................................................Foregår i den levende organisme (latin; in: i + vivum: 
det levende). 
Inhibitor of caspase-activated DNase: ....Hæmmer CAD. 
Introns: .................................................... Ikke-kodende DNA-sekvenser. 
Invasiv:.................................................... I dette tilfælde fortrænger normale celler og canceren 
spreder sig. 
Isotyper: .................................................. anvendes om et sæt makromolekyler, der har visse 
karakteristika tilfælles. 
Klinisk test: ............................................Test af lægemidler foretaget på mennesker. Efterfølger 
af laboratorieforsøg. Se evt. appendix 2. 
Kodon:..................................................... 1 kodon består af 3 baser. 
Konformation:.........................................Forskellig struktur af samme molekyle. 
LNA PO ODN:.......................................LNA-oligonukleotider med phosphordiester-bindinger. 
LNA: .......................................................Forkortelse af Locked Nucleic Acid.  
Locked Nucleic Acid: .............................En DNA-lignende struktur, der er låst omkring en 
methylen-bro. 
Lumpektomi:...........................................Brystbevarende operation. 
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Lysosomer:..............................................Nedbryder molekyler til mindre dele, så delene kan 
indgå i nye processer. 
Malign: ...................................................Ondartet. 
Mammalinske celler:...............................Pattedyrsceller. 
Mastektomi: ............................................Fjernelse af bryst og en del af lymfeknuderne i 
armhulerne. 
Metaserering: .......................................... Især cancerceller er tilbøjelige til at sprede sig ud i hele 
kroppen (Græsk; omflytning). 
Mitokondrie: ...........................................Findes i cytoplasma og er bl.a. ansvarlig for dannelsen 
af ATP. 
Mixed backbone oligonukleotid: ............Kombination af phosphortioater og LNA-modifikation. 
Mixmer:...................................................En oligonukleotid-konstruktion, hvor der skiftevis 
sidder LNA og andre nukleotider. 
mRNA:....................................................Messenger RNA, budbringer RNA. 
Nuclease: ................................................Enzym, der nedbryder oligonukleotider, ved at starte et 
sted midt på. Enzymet spalter phosphatgruppen mellem 
nukleotiderne en af gangen. 
Nukleotid: ............................................... “Byggesten”, der består af en phosphat, en sukkerring 
og en base. 
Oligonukleotid: ......................................Flere nukleotider sat sammen til en streng. 
Organeller: ..............................................Alle strukturer i cellen udenfor kernen. 
Osmotisk minipumpe:.............................En lille pumpe, der indsættes under huden, og derved 
kan frigive et givet stof kontinuerligt. 
P21:.........................................................Protein, der hæmmer cellens vækst og er en 
tumorsuppressor. 
Paclitaxel:................................................Cellegift der bruges i kemoterapi 
Phosphorthioat: .......................................Modifikation af bindingen mellem nukleotider. Et ikke-
bindende oxygen-atom bliver erstattet af et svovl-atom. 
Protease:..................................................Enzymer, der spalter andre proteiner. 
Protein:....................................................En aminosyre-kæde. 
pre-mRNA: .............................................Mellemstadie i mRNA-dannelsen. 
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PS DNA ODN:........................................DNA antisense-oligonukleotider med phosphorthioat-
bindinger. 
Receptor medieret endosyntese:.............En metode at komme gennem cellens fedtmembran. 
Dette sker ved at binde sig til et protein, der hjælper 
molekylet igennem. 
Ribosom: .................................................Aflæser mRNA og omdanner aflæsningen til proteiner. 
RNA polymerase II: ................................Er med til at syntetisere pre-mRNA. Det vikler DNA 
strengene fra hinanden så de kan kopieres hvorefter de 
rigtige nukleotider påsættes.  
RNase H:.................................................Enzym, der nedbryder RNA. 
Steric block:............................................Betyder en fysisk blokering.  
Survivin:..................................................Bremser aktive caspaser. 
Syntese: ...................................................Kemisk fremstillet; ”lavet af mennesker”. 
T: ............................................................Se thymin. 
Tailmer:...................................................En oligonukleotid-konstruktion, hvor LNA sidder i 3’ 
enden. 
Target ......................................................Målet. 
Thymin:...................................................Nukleobase, der findes i nukleotider, dog ikke i RNA. 
Translation: .............................................Oversættelse af ribosomet fra mRNA til protein. 
tRNA:...................................................... transfer RNA, transportRNA. 
U: ............................................................Se urasil. 
Unwindase: .............................................Et enzym, der kan bryde komplekset af ASO’et og 
mRNA’et, trods den hårde binding. 
Urasil:......................................................Nukleobase, der findes i nukleotider, dog ikke i DNA. 
Watson-Crick baseparring: ....................A binder sig til T, C binder sig til G og omvendt. På 
RNA’et er T erstattet af U. 
Wingmer: ................................................Fælles betegnelse for head- og tailmer. 
Østrogen receptor alpha: ........................Se ERα . 
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18.2 Appendix 2 
De fire faser i kliniske tests: 
 
Fase I: ....................................................Det nye lægemiddel gives til en lille gruppe unge og 
raske personer, som oftest er mænd. Forsøg i fase I skal 
undersøge, hvordan lægemidlet virker i 
menneskekroppen. Man begynder med en lille dosis, 
som gradvist kan øges. 
 
Fase II: ....................................................Lægemidlet gives til patienter med den sygdom, som 
det skal virke mod. I denne fase klarlægges forholdet 
mellem dosis og virkning, således at der opnås bedst 
mulig virkning med færrest mulig bivirkninger. 
 
Fase III:..................................................I denne fase undersøges lægemidlet på en stor gruppe 
patienter – helt op til 10.000 patienter kan deltage i 
forsøget. Formålet er at vise, at lægemidlet har den 
ønskede helbredende eller lindrende virkning på den 
givne sygdom, og at bivirkningerne er acceptable. 
 
 
Fase IV:...................................................Selv når det nye lægemiddel er godkendt til salg og er 
kommet i handlen, forsætter man med at undersøge 
lægemidlet. Blandt andet undersøges effekten i forhold 
til andre lægemidler, der virker mod samme sygdom. 
Der bliver desuden hele tiden indsamlet information om 
bivirkninger af lægemidlet. 
 
